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Uber die Inaktivierung der Saccharase in frischer Hefe 
durch Silbernitrat. 
Von 


H. v. Euler und Erik Walles. 


Mit 1 Figur im Text. 





‘Aus dem biochemischen Laboratorium der Universitat Stockholm.) 


(Der Redaktion zugegangen am 26. September 1923.) 


Nachdem die Inaktivierung geléster und bis zur Inversions- 
fahigkeit If 230 gereinigter Saccharase durch die Unter- 
suchungen aus diesem Laboratorium nunmehr ziemlich voll- 
stiindig bekannt geworden ist, haben wir die dabei gewonnenen 
Ergebnisse dazu verwenden wollen, in einen Fall der Vergiftung 
lebender Zellen durch Schwermetallsalze naiher einzudringen. 

Demjenigen, der die recht weitlaufige Literatur der Metall- 
vergiftungen von Zellen, Sporen oder Organe kennt, ist ohne 
weiteres klar, daB die bisher gewonnenen Resultate fast durch- 
weg rein empirischer Art sind und nicht gestattet haben, die 
hinsichtlich erforderlicher Giftmengen gewonnenen Zahlen zu 
Schliissen allgemeinerer Art zu verwerten. 

Gegen diese Behauptung kénnte vielleicht das sog. Arndt- 
Schulzsche Gesetz angefiihrt werden, nach welchem die hem- 
mende Wirkung gro8er und mittlerer Konzentrationen von 
,Giften* bei sehr kleinen Dosen in eine Aktivierung tibergehen 
soll. Altere Forscher, unter welchen auBer Arndt?) und Schulz?) 


') Arndt, Biologische Studien I. Greifswald. 
*) Hugo Schulz, Vireh. Arch. f. pathol. Anat. u. Physiol. Bd. 108, 
S. 423 (1887) und Pfliigers Arch. Bd. 42, S. 517(1888); Bd. 120, S. 51 (1907). 
Hoppe-Seyler’s Zeitschrift f. physiol. Chemie. CXXXII. 12 
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noch Hiine’) erwahnt seien, haben diese aktivierenden Wirkungen 
kleinster ,,Gift“-Mengen stark hervorgehoben.?) 

Wir haben versucht, den Vergiftungsvorgang an Zellen 
zunachst durch Schwermetallsalze dadurch einer theoretischen 
Behandlung zuginglich zu machen, da8 wir fir eine spezielle 
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gut bekannte Enzymreaktion die Inaktivierung innerhalb und 
auBerhalb der Zelle verglichen. Diesbeziigliche Ergebnisse 
liegen unseres Wissens bis jetzt noch nicht vor. 


1) Hiine, Zbl. Bakt. I. Bd. 48, S. 135 (1909). 

*) Die weitere Aufziihlung der Arbeiten, in welchen die Ausspriiche 
der drei genannten Verfasser zitiert und weiter verwendet werden, kann 
hier wohl unterbleiben, um so mehr, als nach unseren Erfahrungen der 
Arndt-Schulzschen Beziehung keine einheitliche chemische oder physi- 
kalische Ursache zugrunde liegen diirfte (vgl. 8.13). DaB ein Effekt, 
wie der von Arndt u. Schulz betonte, nicht selten auftritt, kann ohne 
weiteres zugegeben werden. Einige Erfahrungen aus diesem Laboratoriun 
sind friiher verdéfientlicht worden (Euler u. Sahlén, Zs. f. Girungs- 
physiol. Bd. 3, S. 225 (1913); H. v. Euler u. Beth v. Euler, Fermentf. 
Bd. 1, S. 465 [1916]). Bei mehreren Fallen handelt es sich sicher um 
die aktivierende Wirkung einer Aciditiitsinderung, verbunden mit der 
hemmenden Wirkung eines Schwermetaiis oder eines anderen im Zell!- 
inneren gepundenen Ions. 
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Die reversible Vergiftung und nur diese ist hier Gegen- 
stand der Besprechung — ist bei Enzymen in wiBriger Lésung 
in einigen Fallen quantitativ durchgearbeitet worden, am ein- 
gehendsten, wie erwihnt, am System Saccharase-Silbersalz. Es 
geniigt hier auf die Untersuchungen von Euler und Myrbiack}) 
zu verweisen; aus diesen geht das stéchiometrische Verhiltnis 
zwischen der Menge des angewandten Enzyms und der Menge 
des zu einer bestimmten Vergiftung notwendigen Silbernitrates 
hervor, die, wie die vorstehende Figur zeigt, von der Aciditat 
stark abhingt. 

Ks war zunichst zu untersuchen, ob die Reversibilitat der 
Silberinaktivierung auch bei Verwendung frischer Hefezellen 
mit Schwefelwasserstoff praktisch vollstindig gemacht werden 
kann. 


Versuch 1. Regeneration mit H,S. 
0,33 g Oberhefe. — 6,67 mg AgNO,. — Totalvolumen wihrend d. Inkuba- 
tionszeit (30 Min.) 40 cem. — Temp. 16°.— py = 4,1, 
(Weitere Versuchsbedingungen S. 5 u. 6.) 





6,67 mg AgNO,, vor der : 
6,67 mg AgNO, Inversion beh. mit H,S Ohne AgNO, 
.| 2 . ) aoe : 2 
o| Ba i sz 2 oP ves * ° Ors 1 
3/88 | = = s £ = = = & = 
S140 | 214-28 3 0 < i136 | 
218 | |2 | é a é 
1|+2,24| — 1 + 2,16 _ 1 | ak Le 
20} + 1,72 | 42,9} 15 + 1,26 | 1085 | 15 | + 1,26 |114 
25|/ + 1,55 | 46,4 | 20 + 0,98 1126 | 20 + 41,00 /114 
30, + 1,85 | 51,6] 25 | +0,71 , 1182 | 25 | +0,72 | 120 
o}/—0,80| — = 0,82 _ — 0,82 | — 











DaB die Inaktivierung der Saccharase im Inneren der 
Hefezelle mit der Inaktivierung desselben in wiBriger Lisung 
befindlichen Enzyms im iibrigen wesensgleich ist, diirfte nicht 
bezweifelt werden kénnen. Mit anderen Worten: Die Saccha- 


') Euleru.Myrbick, Diese Zs. Bd. 121, S. 177 (1922); Sv. Kemisk 
Tidskrift Bd. 34, S. 222 (1922); Myrbiick, Sv. Vet. Akad. Arkiv. f. Kemi, 
Bd. 8, Nr. 29 (1923). Siehe auch die vorhergehenden Arbeiten yon Euler 
u. Svyanberg in Fermentforsch., Bd. 3 u. 4, 1919—20.) 
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rase im Inneren der Zelle wird in dem MaBe_ inak. 
tiviert werden, als sie Silber aus der umgebenden Lésung 
aufnimmt. ') 

Es muB also beim Studium der Enzymvergiftung in Zellen 
die Inaktivierung des Enzyms in der Zelle zur_,,Gift“-Menge 
in Beziehung gesetzt werden, aber nicht, wie in den meisten 
Arbeiten iiber die Vergiftung von Bakterien und anderen 
Mikroorganismen, geschehen ist, zur Gesamtmenge des der 
umgebenden Lésung zugesetzten ,,Giftes“, sondern zur Menge 
des von den Zellen aufgenommenen ,Giftes*.?) 


Konzentrieren wir das Studium auf ein spezielles Knzym, 
zunichst auf die Silberinaktivierung der besonders gut be- 
kannten Saccharase, so kann zunachst erwartet werden, dab 
ein Teil des von der Zelle aufgenommenen Silbers von der 
Saccharase, ein anderer Teil von den iibrigen Zellbestand- 
teilen gebunden wird, und daB die Zelle sich also wie eine 
ungereinigte Saccharase-Liésung verhilt. 


Nun wurde friiher gefunden, da8 in nicht oder nur teil- 
welse gereinigten Saccharaselésungen bei der Vergiftung mit 
Schwermetallsalzen, besonders Silbersalzen, eine Erscheinung 
auftritt, welche an den Danysz-Effekt erinnert: Die Bindung 
des Silbersalzes an das Enzym unterliegt einer zeitlichen 
Anderung, einer Selbst-Regeneration.*) Es war zu vermuten, 
daB diese Selbst- Regeneration in erhéhtem Grade bei den Ver- 
giftungsversuchen an Zellen eintritt, und dieses hat sich in 
der Tat auch gezeigt. Wir kénnen von zahlreichen Versuchen 
einen herausgreifen. 





*) Bemerkenswerte Versuche iiber die ,,Adsorption“ verschiedener 
Metallsalze an Sporen haben neuerdings Pichler und Wéber angestellt 
(Biochem. Zs. Bd. 132, S. 420 (1922). 

*) Jedenfalls sollte die Bestimmung einer ,,tédlichen Dosis“ nicht auf 
die einer Emulsion zugesetzten Silbermenge (vgl. z. B. Zerner und 
Hamburger, Biochem. Zs, Bd. 122, S. 315 (1921), sondern auf die von 
den Zellen aufgenommene Silber-(Gift-)-menge bezogen werden. 

5) Euler u. Myrbick, Zs. f. exp. Med. Bd. 33, S. 483 (1923). — 
Siehe auch Euler u. Svanberg, Sv. Vet. Akad. Arkiv f. Kem. Bad. 7, 
Nr. 27 (1920). 
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Versuch 2. Selbst-Regeneration. 
0,34 g Oberhefe. — 6,67 mg AgNO,. — py = 4,6. — Temp. 15,2°. 


———— eee 














Inkubationszeit 0 30 Minuten 60 Minuten 240 Minuten 
«| 2 | a| 2 “ | mn a 

o| ; of 5 a0 S ie 
S| ayia sei sv¥is fs! Pz sis, Pz isc 
s| BR | = 1B; BE =~ [si SS isa18/ sgili= 
8/80 | 2/8/35 | 218/35 | 218! $6 |< 
~ Ss | Le Ss | fm = e 

~ i (an) 4 oe e& | a an) 

= | | 6 | | 
1} +2,25; — 1 | + 2,24) — 1; + 2,19 | ‘th 2,19 | ‘oan 


20) + 1,85 | 32,020! + 1,13 | 104 | 20) + 0,80) 143 } 20) + 0,66 | 162 
25| + 1,60 | 42,8 a5| + 0,84 | 112 }25| + 0,50 152 }25| + 0,34 [178 
30 | + 1,31 | 54,3 130 | + 0,57 | 119 130) + 0,22 | 168 30 +- 0,06 1185 
»| — 0,80) — || —0,78| — | o|-0,76) — | | — 0,79 | — 











Der Versuch zeigt, daB die Selbst-Regeneration sich hier in 
recht hohem Grad geltend macht. Unmittelbar nach dem Zusatz 
des Giftes ist die Aktivitat der Lésung hinsichtlich der enzy- 
matischen Rohrzuckerspaltung rund 4 mal geringer als nach 
einer Inkubationszeit von 4 Stunden. Nachdem auch diese Ana- 
logie mit der waBrigen Enzymlésung festgestellt war, haben 
wir unsere eigentliche Aufgabe in Angriff genommen. Bevor 
wir die weiteren Versuche beschreiben, miissen einige Angaben 
liber unsere Methodik gemacht werden. 


Methodisches. 


Die Priifung des wirksamen Enzymes geschah wie in 
friiheren Arbeiten aus diesem Laboratorium: Zu jedem Versuch 
wurde 4,8 g Rohrzucker angewandt, 5ccm der Aufschlemmung 
der angewandten Brennerei-Oberhefe R, deren Mengen bei jedem 
Versuch angegeben sind, 10 ccm 1/n-Acetatlésung als 
Puffer, verschiedene Mengen Silbernitratlésung und destil- 
liertes Wasser in solcher Menge, daB das Volum der Lésung 
60 cem (ausschlieBlich des Volumens des gelésten Rohr- 
zuckers) betrug. 

Wurden die Einfliisse der Inkubationszeiten studiert, so 
wurde eine Liésung hergestellt, welche auf 40 ccm Gesamt- 
volumen 10 ccm Hefeemulsion enthielt, 20 com Acetatlésung 
und das Doppelte der bei der Inversion zu verwendenden Gift- 
menge. Nach Verlauf der Inkubationszeit wurden 20 ccm dieser 
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Fliissigkeit zu einer Lésung von 4,8 g Rohrzucker in 40 com 
Wasser zugesetzt. 

Bei den Inversionsversuchen wurde jede Probe von 10 ccm 
Reaktionsmischung in 10 ccm 1- oder 2/n-Sodalésung ein- 
getragen. Die Enddrehungen sind beobachtet, nur die in der 
Tabelle, Versuch 7 angegebenen sind berechnet. Die Hefemengen 
sind stets als Trockengewichte angegeben. 

Die von der Hefe aufgenommenen Silbernitratmengen 
wurden elektrometrisch auf folgende Weise bestimmt: In zwei 
GlasgefaBen von je 60 ccm Rauminhalt wurden je 30ccm der 
gleichen Liésung gefiillt, welche 20 ccm 1-n-Acetatpufferlésung 
und Silbernitratlésung in bestimmer Menge enthielt. In die- 
selben wurde je eine Silberelektrode getaucht und die beiden 
wurden durch einen Heber aus Filtrierpapier zu einem Konzen- 
trationselement vereinigt. Die elektromotorische Kraft der Kombi- 
nation wurde in gewohnlicher Weise gemessen (vgl. Michaelis, 
Wasserstoffionenkonzentration). Hierauf wurde der Inhalt des 
einen GefaBes mit 10 com Hefeemulsion, der des anderen Ge- 
fiiBes mit 10 ccm destillierten Wassers versetzt, und nun wurden 
die Potentialmessungen am Kapillarelektrometer in kurzen 
Zwischenriumen wiederholt. 

Bei den Versuchen iiber die Aufnahme des Silbers durch 
Hefe hatte die oben erw&hnte Hefenemulsion die gleiche Zu- 
sammensetzung wie die zu den Vergiftungsbestimmungen her- 
gestellten Inkubationsmischungen (vor der Inversion). Im unter- 
suchten Gebiet der Silberkonzentrationen war die Silberaut- 
nahme von der Aciditit der Lésung wenig abhiingig. Die 
Untersuchung wird iibrigens noch auf héhere Metallsalzkonzen- 
trationen und andere Metallsalze ausgedehnt. 

Wie bei den Vergiftungsversuchen an waBrigen Saccharase- 
lésungen, steigen die nach der Formel fiir monomolekulare 
Reaktionen ausgerechneten Reaktionskoeffizienten 4 mit fort- 
schreitender Inversion. Es war darum notwendig, im iol- 
genden die Werte & fiir jede Probe anzugeben. Bei ty- 
pischen Versuchsreihen sind auch die Drehungswerte noch 
dazugefiigt. 
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Kinflu8 der Inkubationszeit auf die Inaktivierung. 


Durch einen orientierenden Versuch wurde die Grenze 
der Silbernitratkonzentration festgestellt, bei welcher iiberhaupt 
noch eine Vergiftung eintrat. 


Versuch 3. 
0,38 g Hefe. p= 4,2. — Temp. 17°. — Inkubationszeit = 0. 





Reaktionskoeffizient /-10* bei den AgNO,-Konz. 
Minuten . | aeetaaay 
0 | 1,33 mg | 667mg 10 mg 
20 i395 | 179 | oC a ey 
25 205 195 | 125 | 90,1 
30 213 206 153 116 





Nachdem dieser Versuch die Lage der deutlichen Ver- 
giftungsgrenze angenihert gezeigt hatte, wurden die meisten 
der folgenden Versuche mit der Silbernitratmenge 6,67 mg an- 
gestellt. Die Ergebnisse waren die folgenden: 


Versuch 4. 6,67 mg AgNO.. 





Inversions- Reaktionskoeffizient £-10* bei den Inkubationszeiten 








dauer acaiciedh a 
Minuten 0 30 Min. | 60 Min. 120 Min. 240 Min. 
a) 0,35 ¢ Hefe. — py = 4,1. — Temp. 15°. 
20 79,6 97 | 126 142 158 
25 92,0 ae 153 | s«171 
20 1080 {| 114 | «+188 #|~ 159 180 
b) 0,32 g Hefe. — py = 4,1. — Temp. 15,6°. 
20 105 ~SCti«‘|SsO1T8 i390 | 194s 
25 127 188 200 | 205 | 217 
30 152 =| S204 209 | 222 231 
ce) 0,31 g Hefe. — py = 4,1. — Temp. 18,2°. 
20 28 | — | 41171 177 189 
25 94,2 | 177 184 | 188 205 
30 116 ©} «6188 6} —s194 197 218 


CN, ORB B 
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d) 0,40 g Hefe. — py, = 4,6. — Temp. 15,7° und 16,2”. 


Temperatur: 15,7° | Temperatur: 16,2 ° 
20 57,0 | 200 | 195 | 241 250 
25 150 | 21 | 214 | 362 | 268 
30 966 | 241 221 282 | 285 





Zu einer genaueren Berechnung des Verlaufs der Selbst- 
Regeneration der Saccharase in der Hefezelle reichen die vor- 
liegenden Zahlen noch nicht aus, es ist auch fraglich, ob der 
Vorgang, der von der variierenden Zusammensetzung der Zelle 
abhangig ist, immer gleichartig verliuft.') Unter vorliegenden 
Bedingungen ist die Dauer der halben Regeneration etwa 
15 Minuten. 


EinfluB der Konzentration der Wasserstoffionen. 

















Versuch 5. 
0,33 g Hefe. — Temp. 16,2°. — Inkubationszeit 180 Min. 
In Reaktionskoeffizient bei wechselndem p,, 
versions- Py = 4,36 Py = 6,18 
dauer j|_—_  — eS 
Minuten 4mg §§ 8mg 0 mg 4mg 8 mg 0 mg 
AgNO, AgNO, | AgNO, | AgNO, | AgNO, | AgNO, 
| | aot ee 
20 — | 4 | Se 16 6| «628)6| O56 
25 155 | 128 128 22 39 | 68 
30 167 a 186 | 22 | 82 14 


Bei diesem, wie bei einer Reihe Ahnlicher Versuche, wurde 
die Beobachtung gemacht, da8 bei kleinen Silbersalzkonzen- 
trationen und in gewissen Aciditatsgrenzen die Reaktionskoeff- 
zienten gréBer ausfallen, als bei den Parallelversuchen ohne 
entsprechenden Silbersalz-Zusatz. 


') Wegen einiger die Vergiftungsgeschwindigkeit beeinflussenden 
Faktoren siehe Labes, Biochem, Zs. Bd. 130, S. 14 (1922). 
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Versuche zur Steigerung der enzymatischen Inver- 
sionsfahigkeit in mit Silbernitrat vergifteter Hefe. 


Es wurde nun versucht, eine ev. Erhéhung der Saccha- 
rasewirkung in der Hefe in der Weise zu verfolgen, daB nach 
Zusatz einer geeigneten Silbersalazmenge und nach gewissen 
Inkubationszeiten mit Schwefelwasserstoff entgiftet wurde und 
gwar wurde den Inkubationslésungen ein girfahiger Zucker 
und Stickstoffnahrung zugegeben, um die Bedingungen der 
Enzymbildung méglichst giinstig zu gestalten. Es bestand 
dann unserer Auffassung nach die Moéglichkeit, daB die 
Hefezelle, um ihren Gehalt an Saccharase auf einen gewissen 
Normalzustand zu bringen, den durch Silber gebundenen und 
inaktivierten Teil durch Neubildung ersetzt. Wird dann — 
ohne Schidigung des Enzyms — entgiftet, so kann mit der so 
vorbehandelten Hefezelle eine héhere Inversionswirkung er- 
halten werden, als mit der unvorbehandelten. 


Versuch 6. 


a) 0,36 g Hefe. — Temp. 17,5° — Inkubationszeit 25 Stunden. 











In- 1g Glukose. 0.2 ¢ HNH,Ac,. py, = 4,5 Parallelvers. 
versions- Seat a = ohne 
dauer 4mg _4mg AgNO,, vor $$ Qhne Zusitze 
Minuten AgNO, Inv. beh. mit H,S | Ag-Zusatz | Px = 44 
20 176 166 148 213 
25 186 191 15] 225 
30 188 191 167 — 





b) 0,36 g Hefe. — Temp. 17,5°. — Inkubationszeit 25 Stunden. 











In- i g Glucose, 0,2 g HNH,Ac, py = 4,5 Parallelvers. 
versions- ie rae e . a ohne 
dauer 2 mg | 2mg AgNO,, vor = Ohne Zusiitze. 
Minuten AgNO, | Inv. beh. mit H,S| Ag-Zusatz Py = 4,1 
20 168 175 ae ae 
25 118 199 114 | 998 
30 203 201 171 — 
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c) 0,27 g Hefe. — Temp. 17,4°. — Inkubationszeit 22,75 Stunden. 














In- 1 g Glucose, 0,2 g HNH,Ac,. py = 4,5 Parallelvers 
versions- __ ohne 
dauer 8 mg | 8mg AgNO,, vor | Ohne Lusiitze 
Minuten | AgNO, | Inv. beh. mit H,S | Ag-Ausatz | Pu = 4) 
20 4430 104 117 129 
25 46,1 107 118 129 
30 49,2 112 122 139 





d) 0,39 g Hefe. — Temp. 15,6°. — Inkubationszeit 24 Stunden. 


aa 





In- 
versions- 
dauer 
Minuten 





-Parallelvers 


1g Glucose 0,2 g HNH,Ac,. py = 4,5 
ohne 
4 mg 4mg AgNO,, vor Ohne Zusiitze. 
AgNO, | Inv. beh. mit H,S | Ag-Zusatz Pu = 4! 
181 162 | 142 205 
187 173 151 217 
197 (169) 163 231 


e) 0,27 g Hefe. — Temp. 17,4. — Inkubationszeit 22,5 Stunden. 





In- 
versions- 
dauer 
Minuten 


20) 








1 ¢ Glucose, 0,2 g Harnstoff. p,;, = 4,43 


| 


Parallelvers 
8 mg 8mg AgNO,, vor Ohne _ 
AgNO, | Inv. beh. mit H,S| AgNO, — 
41,5 105 109 107 
47,5 109 118 113 
49,3 115 120 — 


Zur Erginzung der mitgeteilten Versuche sei noch an- 
gegeben, daB die Girwirkung unter den gewahlten Bedingungen, 
und zwar sowohl bei Zusatz von 4 mg wie von 8 mg AgNO, 
vollstandig gehemmt war. Der Zymasekomplex war also schon 
durch 4mg AgNO, vollkommen inaktiviert, wihrend die gleiche 
Menge AgNO, die Saccharasewirkung bei der Acidiat 4,5 nicht 
nur nicht schwichte, sondern sogar etwas erhdhte. 


Ing 


M 





TS 


rs 


. 
‘Ss 


ie eee 


pe Cae 


Inaktivierung der Saccharase in frischer Hefe durch Silbernitrat. {77 


Versuch 7. 


Inaktivierungsgrad und Silberaufnahme. 
Inaktivierung. 


28 g Hefe. — Inkubationszeit 60 Minuten. — Temperatur 17°. — py, =4,5. 











Drehungen und Reaktionskoeff. bei den AgNO, Konz. 
Minuten | Omg [| 22mg | 4mg | £8mg 

Grade /&-16*| Grade /&-10*| Grade} i: - 104 Grade | k-10* 
| 205; — 205; — 207; — 2.15; — 
20 0,54 174 0,57| 169 0,50) 183 
25 0,23, 187 0,23} 187 0,12) 210 1,82} 60,1 
30 0,00 1,95 |—003! 201 |—o,11; 21° 
35 | +0,98| 65,1 
$5 +0,69} 68,2 
L —Q,75 —(),.75 —Q,75 — 0,76 














Silberautnahme. 





f i? WERT: . Totalmenge 
Ae ae eee Se: 
3 | o/ 
if) snk | Of on j 10 
tani | “fe nicht | | an | “lo Bicht || anni. | nicht 
Min. | ‘ aufg. Min. it aufg. Min. | it | aufe 
vo > Vo T vo | 5° 
| AgNO; AgNO, | ‘AgNO, 
1 | 80,5] 4,1 2 | 90,1 2,8 2 | 101 | 1,6 
3 1107 | 1,8 8 | 108 1,7 8 | 108 | 1,3 
5 | 120 0,87 4 (108 | 1,4 6 | 116 1,0 
12 1186 | 0,45 6 | 116 | 1,0 36 | 122 | 0,6 
60 1189 | 0,053 30 136 | 0,45 
270-282 «00014 | 45 1148 | 0,34 
60 | 148 | 0,34 








Die obigen Tabellen machen ersichtlich, daB aus den an- 
gewandten Silbersalzmengen fast alles von der Hefe aufgenommen 


wurde, und zwar nimmt die Aufnahme mit steigender Inkubations- 
zeit Zu. 


Die relativen Silber- und Hefemengen, mit welchen die 
letzteren Versuche ausgefihrt wurden, sind offenbar fiir die 
quantitative Ermittlung eines Aufnahme-Gleichgewichts nicht 
giinstig; sie wurden aber gewiahlt, weil die Inaktivierungs- 
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versuche mit diesen Mengen ausgefiihrt sind; fiir die Inakt. 
vierungsversuche ist aber gerade die Menge 4 mg AgNO, fir 
rund 0,3 g Hefe insofern besonders geeignet, als diese Silber. 
salzmenge gerade an der Vergiftungsgrenze liegt. 

Die Schutzwirkung der Hefezelle gegeniiber der Inakti. 
vierung ihrer Saccharase durch Silbernitrat ist ganz auBer. 
ordentlich groB, wie folgende Uberschlagsrechnung zeigt: Unte 
den bei den angegebenen Versuchen gewiahlten Verhiiltnissey 
wird durch die Hefemenge von rund 0,35 g eine Inversions. 
konstante von etwa 150-107‘ erzielt. Wird eine solche In. 
versionskonstante durch Saccharase vom Reinheitsgrad If = 230 
unter Verhaltnissen hervorgerufen, welche den hier vorhandenen 
entsprechen (p,, = 4,5), so ist zur halben Vergiftung nach den 
Messungen von Myrback eine Silbernitratmenge von etwa 
0,06 mg AgNO, erforderlich. Nach den Versuchen mit Hete. 
zellen reichen 10 mg zur halben Vergiftung noch nicht 
hin, in runder Zahl kann etwa der Wert 12 mg angegeben 
werden. Somit ist zur Inaktivierung der in der Hefe vor. 
handenen Saccharasemenge ein UberschuB von etwa 1:200 
erforderlich. 

Auffallend ist, daB trotz dieses groBen Silberiiberschusses 
— die Hefe hat dann mehr als ‘/,,, ihres Gewichts an Silber 
aufgenommen — auch in der Zelle die Regeneration mit 
Schwefelwasserstoff schnell und vollstandig verlauft. 

Es ist schon oben erwahnt worden, daB die Zymase- 
wirkung in der Hefezelle schon durch viel kleinere Silbersalz- 
mengen vollstindiger gehemmt wird, als die Saccharasewirkung. 
Die sehr groBe Empfindlichkeit der reinen Saccharase ist 
quantitativ untersucht. Ob die Giarwirkung der Hefe durci 
kleine Schwermetallsalzmengen deswegen friiher aufgehobeu 
wird als die Inversionswirkung, weil Teile des Zymasesystems 
mit dem in die Zelle hineindiffundierenden Silbersalz zuerst 
in Beriihrung kommen, also aus Griinden der raiumliche2 
Verteilung der Enzyme, bleibt noch unentschieden. 

Wir kommen schlieBlich auf die in Versuchen mit Hete 8 
oft wiederkehrende Erscheinung zuriick, daB unsere Hele 
nach Zusatz gewisser Silbernitratmengen eine Vermehrung der 
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| Inversionswirkung zeigte.‘) Wiirde man den von Arndt und 
' Schulz aufgestellten Satz als eine allgemein giiltige Gesetz- 
mibigkeit betrachten, so wiirde man annehmen, daB bei den 
| mit4 mg AgNO, erzielten Erhéhungen der Inversionsgeschwindig- 
' keit das Arndt-Schulzsche Gesetz zum Ausdruck kommt. 
| Indessen stehen wir auf dem Standpunkt, dab von einem 
j Naturgesetz, nach welchem die hemmenden Wirkungen von 
| ,aiften“ in aktivierende oder beschleunigende iibergehen, kaum 
' die Rede sein kann, und wir stimmen in dieser Hinsicht den 
i Auberungen zu, welche Joachimoglu?) kirzlich einer inter- 
essanten Untersuchung angefiigt hat. 


Der Ubergang einer Hemmung in eine Aktivierung kann 


' die verschiedensten Ursachen haben, besonders ist der Zustand 
’ und die Zusammensetzung des Ausgangsmaterials maBgebend, 
q wofiir als Beispiel etwa der Einflu8 eines Zusatzes von Saure 
oder etwa Phosphat zu einer Amylaselésung angefiihrt werden 
' kann. Oft beruht der Ubergang einer hemmenden in eine 
| aktivierende Wirkung darauf, daB der aktive Stoff zwei von 
: seiner Konzentration abhingige Wirkungen ausiibt und daB 
' sich die beiden Konzentrationskurven superponieren.*) Des- 
wegen sind aber die Beziehungen, welche der nicht selten zu- 
| treffenden*) Arndt-Schulzschen Regel zugrunde liegen, nicht 
q minder interessant; die physiologischen RegelmiBigkeiten sind 
' sozusagen das Rohmaterial, aus welchem die chemischen 
; und physikalischen Zusammenhinge herausgearbeitet werden 
| miissen. 


Im vorliegenden Fall wird durch gréBere Silbersalzmengen 


q die Saccharase mit den tibrigen Zellenenzymen durch Bin- 
q dung des Silbers inaktiviert. Bei kleineren Silbermengen ist 
| die Méglichkeit der Vermehrung wirksamer Enzymgruppen 





4 ") An der Unterhefe H, die auch weit empfindlicher gegen kleine 
’ Silbernitratmengen ist, hat Herr K. Myrbiick diese Erscheinung bisher 
_ nicht gefunden. 

*) Joachimoglu, Biochem Zs. Bd. 130, S. 239 (1922). 

‘ ‘) Siehe hierzu auch die Bemerkung von Siipfle zu der Arbeit 
_ von P. Hofmann, Arch. f. Hyg. Bd, 91, S. 231 (1922), 

*) Siehe Lohner u. Markovits, Pfliig. Arch. Bd. 195, S. 417 (1922). 
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vorhanden’); eine solche Deutung unserer Ergebnisse haltey 
wir aber noch nicht fiir tiberzeugend; gegen dieselbe spricht, 
daB nach der Regeneration mit H,S keine Erhéhung de 
Enzymwirkung sichergestellt ist. Dagegen kann die Permea- 
bilitat der Zellmembranen bei der ,,Vergiftung* der Zelle 
durch das Silbersalz vergréBert worden sein, oder es kénnen 
innerhalb der Zelle die chemischen Bedingungen (Aciditat u. a, 
niher an das Optimum der Saccharasewirkung geriickt worden 
sein. Dariiber miissen erst weitere Versuche Auskunft geben. 

Wir miissen uns also darauf beschrinken, einstweilen die 
zahlenmaBigen Beziehungen anzugeben, einerseits zwischen 
der gesamten Silbersalzkonzentration der untersuchten Hefen- 
emulsion und der Menge des von der Hefe aufgenommenen 
Silbers und anderseits zwischen der Menge des von der Hefe 
aufgenommenen Silbers und der Inaktivierung eines ihrer En- 
zyme (Tab. S. 11). 

Dabei ist hervorzuheben: 

1. Das Auftreten einer ,Selbst-Regeneration“, welche 
unter gewissen Bedingungen etwa 100°/, des inaktivierten En- 
zyms wieder herstellt und unter diesen Bedingungen in rund 
15 Minuten zur Hilfte verliuft. 

2. Die groBe Schutzwirkung, welche die Saccharase 1: 
der Hefezelle durch die itbrigen Bestandteile der Zelle erfiahri, 
so daB zur Inaktivierung rund 200mal so viel Silbersalz er- 
forderlich ist, als zur Inaktivierung der entsprechenden Menge: 
gereinigter Saccharase. 

3. Die bei der Oberhefe R (nicht bei Unterhefe H) beob- 
achtete Erhéhung der Saccharasewirkung der Hefezellen durch 
Aufnahme einer gewissen Menge Silbernitrat, welche aber noch 
weiterer Untersuchung bedart. 


') Soweit bei diesen Zusiitzen die Zellen nicht getétet werden 
kann man im Anschlu8 an die Erérterungen von Heubner (Zs. f. d 
ges. exp. Med. Bd. 18, S. 479 (1921) und von Schoeller (Naturw. Bd 1), 
S. 1071 (1922) von ,,eubiotischen“ Wirkungen der kleinen Siibermengen 
sprechen. 
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Uber Enterokinase und die tryptische Wirkung 
der Pankreasdriise. 
Von 
Ernst Waldschmidt-Leitz. 
Mit 1 Kurve, 





(Finfte Abhandlung titber Pankreasenzyme.) 
Von 


Richard Willstitter und Mitarbeitern. 


Aus dem Chemischen Laboratorium der Bayerischen Akademie der Wissenschaften 
in Miinchen.) 


(Der Redaktion zugegangen am 28. September 1923,) 








Die vorliegende Untersuchung wurde zum Teil mit den 
- Mitteln einer Fellowship der Rockefeller-Foundation ausgefiihrt, 
fir deren Gewaihrung ich dem ,,Ausschu8 zur Férderung des 
_ wissenschaftlichen medizinischen Nachwuchses“ in Berlin zu 
| gréBtem Danke verpflichtet bin. 

Meinem hochverehrten Lehrer, Herrn Geh.-Rat Prof. 
: Dr. R. Willstatter, méchte ich auch an dieser Stelle fir 
: sein stetes Entgegenkommen und seine groBziigige Fiirsorge 
| meinen herzlichsten Dank aussprechen. 








A. Theoretiseher Teil. 
I. Der Stand unserer Kenntnis von der Enterokinase. 


z Die altesten Angaben iiber die Existenz einer unwirksamen 
Vorstufe des pankreatischen Trypsins stammen aus den Jahren 
867 und 1875, sie finden sich in den wertvollen Unter- 
/suchungen von Kiihne und von Heidenhain. W. Kihne?) 
thielt in einigen Fallen aus Pankreasdriisen von schlecht 


’) Arch. (Anat. u.) Physiol. Bd. 39, S. 130 (1867). 
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erndhrten Hunden tryptisch unwirksame Infuse, die indes 
durch mehrere Stunden langes Erwirmen unter leichtem An. 
siuern Wirksamkeit erlangten, und er vertrat die Ansicht, dag 
,die unwirksame Driise eine Substanz enthalte, welche erst 
bei Digestion mit Saure zerfalle unter Abspaltung des Ferments“ 
DaB diese Befunde, die Kiihne fiir eine Eigentiimlichkeit nw 
eines besonderen Driisenzustandes ansah, allgemein fiir jede 
Pankreas giiltig sind, bewies eine 8 Jahre spiter erschienene 
umfangreiche und bedeutende Arbeit von R. Heidenhain,) 
Aus frischen, alsbald nach der Schlachtung der Tiere ver. 
arbeiteten Driisen erhielt er in allen Fallen unwirksame Aus. 
ziige, und er machte die bedeutsame Beobachtung, daB sich 
aus gelagertem Driisenmaterial stark aktive Glycerinextrakte 
gewinnen lieBen. Heidenhain erkliarte diese Erscheinung mit 
der Freilegung des Trypsins nach dem Tode durch die in den 
Driisenzellen auftretende Saure und er sah in diesem Prozef 
die Aufhebung einer Verbindung zwischen Trypsin und einem 
EiweiBkoérper der Driise. 

Erst 24 Jahre darauf, mit der Entdeckung der spezifischen 
Wirkung des Darmsafts, gewann die Forschung nach dem 
Wesen der Trypsinaktivierung neue, entscheidende Erkennt- 
nisse; wir verdanken sie der Schule J. P. Pawlows, aus desser 
Laboratorium N. P. Schepowalnikow?) im Jahre 1899 die 
grundlegende Untersuchung iiber den spezifischen Aktivator 
des Trypsins im Duodenalsaft verdéffentlichte, den er Entero- 
kinase nannte. Er zeigte, da8 reiner pankreatischer Fistelsait 
tryptisch vollstandig inaktiv war und daB er nach Zugabe ge- 
ringer Mengen Darmsaft intensiv aktiviert wurde, und zwar 1 
alkalischer sowohl als besser noch in neutraler und schwach 
saurer Loésung; sodann fand er, daB die Aktivierung de: 
Trypsins eine gewisse Zeit benétigte und daB der Aktivator 


—- ee 


1) ,,Beitrige zur Kenntnis des Pankreas“, Pfliigers Arch. Bad. 10. 
S. 557, und zwar S. 587 (1875). 

®) Die Physiologie des Darmsaftes, Inaug.-Diss. St. Petersburg. 1899: 
Referat in R. Malys Jahresbericht iiber die Fortschritte der Tierchemit 
Bd. 29, S. 378 (1899). J. P. Pawlow, Die Arbeit der Verdauungsdriset, 
Wiesbaden 1900. 
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durch Kochen zerstért wurde; hieraus schloB er auf einen 
fermentativen Vorgang, auf eine enzymatische Bildung von 
Trypsin aus seinem Zymogen. Die Ergebnisse seiner Arbeit 
wurden in der Folgezeit durch eine gro8e Anzahl von Unter- 
suchungen bestiitigt') und vertieft. 

Eine Reihe von Arbeiten war der Frage nach dem Vor- 
kommen und den chemischen Kigenschaften des neuen Korpers 
gewidmet. Nach C. Délezenne?) stammt die Kinase aus den 
weiBen Blutkérperchen und den lymphatischen Ganglien, ja 
er fand sie sogar in den Extrakten von Pilzen, doch ist 
seiner Ansicht von verschiedenen anderen Forschern*) wider- 
sprochen worden; W. M. BayliB und E. H. Starling‘) fanden 
sie lediglich als Sekretionsprodukt des Diinndarms, vor allem 
seines Oberen Endes; nach J. M. Hamill5) ist die Entero- 
kinase aller untersuchten Wirbeltiere identisch. Die Angaben 
der Literatur iiber ihre chemischen Merkmale sind sparlich 
und widersprechend; so sind die experimentellen Befunde von 
H. Stassano und F. Billon®), die die Kinase der Kérper- 
klasse der Nucleoproteide zuteilten, durch BayliB und Star- 
ling‘) widerlegt worden. Zudem beschranken sich alle An- 
gaben iiber die EKigenschaften des Koérpers auf sein Verhalten 
im Darmsaft selbst oder in Rohextrakten der Darmwand; eine 
praparative Reinigung der Kinase ist nie unternommen worden. 
Auch fiir die schon von W. Kiihne®) und von R. Heiden- 


')H.M. Vernon, J. of Physiol. Bd. 28, S. 375 (1902); C. Délezenne 
u. A. Frouin, C. R. Bd. 134, S. 1026 (1902); K. GlaeBner, Diese Zs. 
Bd. 40, S. 465 (1903/04); A. Ellinger u. M. Kohn, Diese Zs. Bd. 45, 
S. 28 (1905); J. Wohlgemuth, Biochem. Zs, Bd. 2, S. 264 (1906/07). 

*) C. R. Soe. Biol. Bd. 54, S. 283, 590, 693 und 998 (1902); C. Déle- 
zenne u. H. Mouton, ebenda Bd. 55, S. 27 (1903). 

3) H. Stassanou F. Billon, C. R. Soe. Biol. Bd. 54, S. 623 (1902); 
L. Camus u. E. Gley, ebenda Bd. 54, S. 241 (1902); E. Hekma, Journ. 
de Physiol. et Pathol. gén. Bd. 6, S, 25 (1904). 

*) J. of Physiol. Bd. 30, S. 61 (1904). 

5) J. of Physiol. Bd. 33, S. 476 (1905/06). 

®) C. R. Soe. Biol. Bd. 54, S. 623 (1902). 

”) A. a. O. 

*) Arch. (Anat. u.) Physiol. Bd. 39, S. 130 (1867). 

Hoppe-Seyler’s Zeitschrift f. physiol, Chemie. CXXXII. 13 
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hain’) beobachtete ,spontane Aktivierung“ an sich unwirk. 
samen Trypsins in der Driise wie in Ausziigen und Sekret und 
ebenso fiir die Aktivierung durch Saure finden sich in der 
neueren Literatur zahlreiche Bestatigungen?); man hielt diese 
Erscheinungen indes fiir verschieden von der Kinwirkung der 
Enterokinase, und J. Wohlgemuth’) verkniipft sie auf Grund 
seiner Beobachtungen mit den bei der Aufbewahrung in den 
Driisensekreten sich abspielenden proteolytischen Prozessen, 
wenn er auch eine Aktivierung durch EiweiBabbauprodukte 
nicht nachweisen konnte. Vereinzelt dastehend und unsicher 
erscheint der Befund von H. M. Vernon‘), wonach ,,spontan 
aktiv’ gewordenes Trypsin erheblich starker aktivieren soll 
als Enterokinase selbst, zamal W. M. Baylif und E. H. Star- 
ling) ihn mit Vernons eigenen Priparaten nicht bestitigen 
konnten. 

Die Frage nach der Wirkungsweise der Enterokinase ist 
in der physiologischen Forschung viel erértert und eingehend 
untersucht worden, und doch scheint sie bis heute noch nicht 
endgiiltig geklirt. Hier stehen sich zwei prinzipiell verschiedene 
Anschauungen gegeniiber, die Fermenttheorie und die Komple- 
menttheorie. Die erstere, fiir die sich schon N. P. Schepowal- 
nikow®) aussprach, fand ihre nachhaltigste Stiitze in den 
Untersuchungen von W. M. BayliB und E. H. Starling.") Das 
Hauptargument dieser Forscher bildet die zeitliche Abhingig- 





1) Pfliigers Arch. Bd. 10, S. 557 und zwar S. 581 (1875). 

2) Fir die ,,spontane“ Aktivierung vgl. J. Hamburger u. E. Hekma, 
Journ. de Physiol. et Pathol. gén. Bd. 4, S. 805 (1902), E. Fischer u 
P. Bergell, Chem. Ber. Bd. 37, S. 3103 (1904), E. Fischer u. E Abder- 
halden, Diese Zs. Bd. 46, 8S. 52 (1905); fiir die ,,Siure‘-Aktivierung 
siehe E, Hekma, Journ. de Physiol. et Pathol. gén. Bd. 6, S. 25 (1904), 
dagegen W. M. Bayli8 u. E.H. Starling, J. of Physiol. Bd. 30, S. 61 
(104). 

8) Biochem. Zs. Bd. 39, S. 302 (1912). 

‘) J. of Physiol. Bd 28, S. 375 (1902), Bd. 47, S. 325 (1913/14). 

5) J. of Physiol. Bd. 30, S. 61 (1904). 

6) Inaug.-Diss St. Petersburg 1899; Ref. in R. Malys Jahresbericht 
iiber die Fortschritte der Tierchemie Bd. 29, S 378 (1899). 

) J. of Physiol. Bd. 30, S. 61 (1904) u. Bd. 32, S. 129 (1905). 
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keit der Kinasewirkung: ,,Die geringste Spur Enterokinase 
vermag eine groBe Menge Trypsinogen in Trypsin zu _ver- 
wandeln bei geniigend langer Kinwirkungsdauer.‘ _,,Trypsin ist 
eine neue Substanz, verschieden von Trypsinogen, und gebildet 
aus diesem durch die enzymatische Wirkung der Enterokinase. 
Ks ist nicht ersichtlich, daB die Kinase bei der proteolytischen 
Wirkung des Trypsins wesentlich ist oder irgendeinen Anteil 
daran nimmt.* Auch EK. Zunz!) und K. Meyer?) bekannten 
sich zu dieser Auffassung. Nach J. Mellanby und V.J. Woolley) 
ist die Geschwindigkeit der Trypsinaktivierung eine Funktion 
der Kinasemenge und wird durch Temperaturerhéhung ge- 


' steigert; auch diese Autoren kommen daher zu dem Schlub: 


,Jie Enterokinase ist ein Enzym, mit einem Optimum der 
Wirkung bei neutraler Reaktion. Die Bildung des Trypsins 
aus T'rypsinogen durch Enterokinase vollzieht sich durch Ad- 
sorption der Enterokinase an die Proteinkomponente des 
Trypsinogens, Abspaltung dieser Komponente und Freilegung 
des Trypsins.“ 

Ganz andere Anschauungen vertreten J. Hamburger und 


| E. Hekma/‘); nach ihren Beobachtungen soll eine bestimmte 
' Menge Darmsaft nur eine bestimmte Menge Zymogen um- 


wandeln kénnen und sie schlieBen daraus auf eine chemische 


' Reaktion in stdéchiometrischem Verhiltnis; indessen sind die 
| angewandten Mengenverhiltnisse so wenig gliicklich gewihlt, 
' da8 ihren Ergebnissen keine Beweiskraft zuzusprechen ist. 


Den der Immunititslehre entnommenen Vergleich mit einer 


Bs Komplementbindung hat zuerst C. Délezenne®) auf den Vor- 
' gang der Trypsinaktivierung iibertragen; nach seiner Anschauung 
soll die enzymatische Wirkung dadurch ausgeliést werden, daB 
| sich das Trypsinogen mit Hilfe der Enterokinase am Protein- 
/ nolekitl | verankert. Kine Stiitze fiir diese Auffassung erbrachte 


') Bull. de la Soe. Roy. des Sciences méd. et nat. de Bruxelles 


pa. 64, S. 28 u. S. 98 (1906). 


Biochem. Zs. Bd. 23, S. 68 (1909/10). 

‘) J. of Physiol. Bd. 45, S. 370 (1912/13). 

*) Journ. de Physiol. et Pathol. gén. Bd. 4, S. 805 (1902). 
*) C. R. Soe. Biol. Bd. 55, S. 171 (1908). 
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eine Untersuchung von A. Dastre und H. Stassano!}); diese 
Autoren fanden fiir eine gegebene Menge Trypsinogen einen 
bestimmten Betrag von Kinase optimal, allein ihre Befunde 
wurden von W. M. Bayli® und E. H. Starling?) nicht als 
beweiskraftig anerkannt. 

Die iiberwiegende Mehrzahl der bisher vorliegenden Be. 
obachtungen tiber das Wesen der Enterokinaseeiuwirkung 
scheint hiernach zugunsten eines enzymatischen Vorganges z 
sprechen, so daS das ,,Lehrbuch der Physiologischen Chemie‘ 
von K. Abderhalden*) zusammenfassend sich dahin Aubert: 
»Die Meinung, daB dieser Stoff dadurch wirke, daf er sich 
mit dem Trypsinzymogen verbinde und so dieses zum aktiver 
Ferment erginze, konnte.... widerlegt werden. .... Die 
Wirkung der Enterokinase entspricht der eines Katalysators." 


II, Uber das Wesen der Kinasewirkung. 


In der vorliegenden Untersuchung wird die Bestimmuy 
des Einflusses der Enterokinase auf den tryptischen Abbau 
der Gelatine mittels einer zuverlissigen und exakten Meb. 
methode durchgefiihrt, der die alkalimetrische Titration de 
freien Carboxyle von Proteinen, Peptiden und Aminosiura 
in alkoholischer Lésung nach R, Willstitter und E. Wall. 
schmidt-Leitz*) zugrunde liegt. Diese Bestimmungsweis 
beschriinkt sich nicht, wie die meisten Verfahren der Literatu, 
auf die Messung eines Teilvorganges der Proteinhydrolyse, si 
erlaubt vielmehr die Gesamtheit der enzymatischen Abbat: 
prozesse quantitativ zu erfassen und sie gibt zudem die Mig. 
lichkeit an die Hand, zwischen den Anteilen von Peptide 
und von Aminosiuren an den Hydrolyseprodukten zu unter 
scheiden. 

Das Gesamtbild, das uns eine exakte Analyse von det 
Wirkungsweise der Enterokinase entwirft, vereinigt in sic 
eine groBe Anzahl sich scheinbar widersprechender Einzel- 





1!) Archives internat. de Physiol. Bd, 1, S. 86 (1904). 

2) J. of Physiol. Bd. 32, 8. 129 und zwar S. 135 (1905). 
5) 4. Auflage, Berlin und Wien 1921, II. Teil, S. 377. 
4) Chem. Ber. Bd. 54, S. 2988 (1921), 
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; erfahrungen der Literatur, zum Teil, indem sie sie in gewissem 
' Sinne berichtigt; es deckt neue Beziehungen zwischen ihnen 
: auf und es vermittelt vertiefte Erkenntnisse und Zusammen- 
hinge von den verschiedenen beobachteten Arten der Akti- 
' vierung des Trypsins. Andererseits fihrt es, unterstiitzt durch 
: die Ergebnisse der praparativen Analyse, zu einer gesicherteren 
'Erklirung der Natur der Kinasewirkung und zu neuen Ge- 
I sicht-punkten fiir die Bildungsweise des Aktivators. 


So findet man die zeitliche Abhingigkeit der Kinase- 


; wirkung bestatigt; allein sie gilt nur fiir eine gewisse kurze 
| Kinwirkungsdauer: in allen Fallen erreicht man unter gleichen 
» Bedingungen, auch bei Anwendung kleiner Aktivatormengen, 
‘nach einer bestimmten gleichbleibenden Zeit — in den unter- 
Psuchten Beispielen je nach der Reaktion der Lésung in 30 
' bis 60 Minuten — den der jeweiligen Kinasemenge eigenen 
| Aktivierungsgrad, der indessen nicht der maximale ist; er wird 
‘auch bei sehr langer Einwirkungsdauer nicht iberschritten. 


Die Geschwindigkeit, mit der diese Aktivierungsleistung erreicht 


i wird, ist am gréBten bei neutraler Reaktion, hier vollzieht sich 
)die Aktivierung in etwa einer halben Stunde. Unter diesen 
Bedingungen besteht nun zwischen den Trypsinmengen und 
‘den zu maximaler Aktivierung erforderlichen Kinasemengen 
}eine einfache Beziehung: man findet direkte Proportionalitat 
awischen Aktivator und Enzym. So bilden diese Ergebnisse 
-eine Briicke zwischen den scheinbar gegensitzlichen Befunden 
‘der Literatur, die sich am schirfsten in der Stellungnahme 
-einerseits von W. M. BayliB und K. H. Starling»), anderseits 
von A. Dastre und H. Stassano?) widerspiegeln. 


Diese Proportionalititsbeziehung besitzt allerdings nur 


| Giltigkeit innerhalb ein- und desselben Enzymmaterials. Die 


Driise enthalt und bildet namlich in wechselnden Mengen 
Stoffe — und solche entstehen in vermehrtem Umfange bei 
autolytischen Prozessen —, welche der Aktivierung durch 


Kinase entgegenwirken. Ahnlich vermégen einige mehrwertige 
Alkohole, so das Glycerin und das Athylenglykol, die Akti- 


) J. of Physiol. Bd. 30, S. 61 (1904) und Bd. 32, S. 129 (1905). 
*) Archives internat. de Physiol. Bd. 1, S, 86 (1904). 
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vierungsleistuog einer bestimmten Kinasemenge herabzusetzen, 
wohl indem sie mit dem Aktivator leicht dissoziierbare Addi- 
tionsverbindungen von abgeschwiichtem Aktivierungsvermigen 
bilden, deren Dissoziation sich mit der Konzentration des Alkohols 
verschiebt. Indessen scheint die Hemmung durch die Alkohole 
nicht identisch zu sein mit der von den Driiseninhaltsstoffen 
bewirkten; sie verstirken sich nimlich in ihrer Wirkung gegen- 
seitig, und so liegt es nahe, dieselbe entweder auf verschiedene 
Angrifispunkte am Kinasemolekiil zu verlegen oder aber den 
Kinflu8 der natiirlichen Hemmungskérper mit einer Blockierung 
des Trypsinmolekiils selbst zu deuten. 

Die aktivierende Wirkung der Darmschleimhaut und ihrer 
Extrakte auf die Proteolyse durch pankreatisches Trypsin besteht 
weder ganz noch teilweise in einer Beschleunigung der Hydro- 
lyse niederer Protein-Abbaustufen durch ereptisches Enzym; 
einmal besitzt die frische Pankreasdriise sowie ihr reines Sekret 
iiberhaupt keine tryptische Aktivitait gegeniiber genuinem Pro- 
tein; sodann gelingt es durch Modifikation des Extraktions- 
verfahrens leicht, den Aktivator von dem peptolytischen Prinzip 
der Darmwand zu trennen und ihn frei von proteolytischer 
Wirkung zu erhalten. Die Wirkung der Enterokinase wird 
ferner streng spezifisch fiir das tryptische Kuzym der Pankreas- 
driise gefunden, sie aufert sich gar nicht bei ihrem lipatischen 
oder diastatischen Ferment. 

Die in der vorliegenden Abhandlung iiber die Wirkungs- 
weise der Enterokinase mitgeteilten Beobachtungen schlieBen 
die in erster Linie von W. M. BayliB und E. H. Starling’ 
vertretene Annahme eines enzymatischen Vorganges aus, sie 
sprechen vielmehr mit Sicherheit fiir eine einfache Aktivierung. 
Diese Anschauung findet eine schéne und beweiskriftige Be- 
stitigung in der Tatsache, daB es gelingt, durch eine einfache 
praparative Vornahme, nimlich mittels Tonerdeadsorption, Enzym 
und Aktivator zu trennen und so bereits maximal aktiviertes 
Trypsin von neuem in inaktive, aktivierbare Form iiberzufiihren; 
mit einer enzymatischen Umwandlung von ‘T'rypsinogen zu 
Trypsin ist dieses Ergebnis schlechthin unvereinbar. 





1) A.a. O. S. 7. 
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zen, § In der ,,Ersten Abhandlung iiber Pankreasenzyme“ von 
ddi- i R. Willstatter, KE. Waldschmidt-Leitz und Fr. Memmen}) 
: ist zwischen zwei Arten der Wirkung von Aktivatoren unter- ay 













gen 

hols [ schieden worden: ,,Der Fall ist méglich, daB ein aktivierender... 

10le . Zusatzstoff unmittelbar auf das Enzym einwirkt. Er kann auf 

ffen a seine Affinitatsverhiltnisse einen EinfluB von gleicher Art wie 

en. [ H- und OH-JIonen ausiiben. Kine solche Wirkung diirfte eo 
ene Natriumchlorid auf Diastase haben. Der EinfluB der Aktivatoren ; 
den kann ferner .... auf Adsorptionswirkung beruhen. Sie wird : 
ung sich entweder gegeniiber dem Enzym oder seinem Substrat : 


oder gegeniiber beiden geltend machen. .... Die zahlreichen 
Erscheinungen der Lipaseaktivierung lassen sich mit der An- 
nahme erklaren, dab die Aktivierung auf der Erzeugung von 
' Kolloidteilchen beruht, die zugleich auf Enzym und Substrat 
adsorbierend wirken.“ Die Aktivierung des Trypsins durch 
die Enterokinase scheint zwischen diesen beiden Méglichkeiten 
zu vermitteln, indessen zeigt sie weit ausgeprigtere Merkmale 


yns- a einer unmittelbaren chemischen Beeinflussung und sie nimmt . 
\2ip | in verschiedener Hinsicht eine gewisse Sonderstellung ein. : 
her — Dies gilt zum Beispiel fir ihre zeitliche Bedingtheit, die sie ; 
‘ird J von allen bekannten Enzymaktivierungen unterscheidet; gerade | 


as) [F diese spricht sehr zugunsten eines tberwiegend chemischen 


Rats Hridys 
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hen e Prozesses, denn bei reinen Adsorptionsvorgingen stellt sich : 
i das Gleichgewicht meist rasch und genau ein. Auch die a 
gs- [| Hemmungserscheinungen durch die Driiseninhaltsstoffe wie durch a 
Bell . Alkohole vermag eine mehr chemische Betrachtungsweise besser . 
ig) e zu deuten; sie wirken offenbar nicht in der Weise, daB sie | a 
sie : die Adsorption von Aktivator und Enzym beeintrichtigen, da re : 
ng. : sich dann ihr Kinflu8 auch nach erfolgter Kinwirkung im Sinne it 
Be- — einer Verdrangung geltend machen sollte; mit mehr Berech- + 
che 4 tigung wird man ihre Wirkung einer Beeinflussung der Affini- ti 
ym : titsverhaltnisse der spezifischen Gruppe von Aktivator oder aa 
tes — Enzym zuschreiben. 4 
en; . Die Aktivierung des Trypsins nimmt auch insofern eine ‘ 


zu —  besondere Stellung ein, als die Gegenwart des Aktivators nur 
fir die Spaltung gewisser Substrate, nimlich der genuinen 





*) Diese Zs. Bd. 125, S. 93 und zwar S. 99 (1922/23). 518 
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Proteine und ihrer héheren Abbauprodukte, nicht dagegen fiir 
die Hydrolyse der Polypeptide unentbehrlich ist. Wéhrend 


man bei pankreatischer Lipase keinen Unterschied findet i, — 


der Abhingigkeit der Enzymwirkung von dem durch die Aktiva. 
toren bedingten Adsorptionszustande hinsichtlich der Hydrolyse 
z. B. des unléslichen Fettes und des wasserléslichen Tributy. 
rins'), wird zufolge G. Schaeffer und K. F. Terroine?) sowie 
K. Zunz*) die Wirkung gegeniiber Proteinen inaktiven Pankreas. 
saltes auf einfache Peptide, beispielsweise Alanylglycin, durch 
Enterokinase nicht verstarkt. Diese Beschriinkung der Kinase. 
wirkung auf die Hydrolyse bestimmter Substrate kiénnte durch 
deren kolloide Eigenschaften bedingt sein oder aber durch 
eine bestimmte chemische Konstitution. Schaeffer und Ter. 
roine sprachen sich fiir die letztere Anschauung aus; aller. 
dings gehen diese Forscher dann, da sie noch die enzymatische 
Auffassung der Trypsinaktivierung vertreten, zu der Annahme 
eines besonderen ereptischen Enzyms im Sekret der Pankreas- 
driise tiber. Eine einfachere Erklirung scheint mir den Vorzug 
zu verdienen: Die Hydrolyse der verschiedenen Proteine sowie 
der Peptone und Polypeptide wird durch ein einziges proteo- 
lytisches Enzym der Pankreasdriise, das Trypsin, bewirkt, aber 
dieses Enzym bedarf fiir die Spaltung gewisser Substrate mit 
bestimmter chemischer Konstitution eines Hilfsstoffes, der 
Enterokinase. Vielleicht hat man in der Sprengung von Diketo- 
piperazinringen, deren Vorhandensein im Proteinmolekiil in 
neueren Untersuchungen von W.S. Ssadikow und N. D. Ze- 
linsky*) sowie von EK. Abderhalden®) in ausgedehntem Mabe 


1) R. Willstitter u. Fr. Memmen, 4. Abhandlung tiber Pankreas- 
enzyme, Diese Zs. Bd. 129, S. 1 und zwar S. 3 (1923), 

2) Journ. de Physiol. et Pathol. gén. Bd. 12, S. 884 und S. 905 (1910). 

3) Archives internat. de Physiol. Bd. 11, S 191 (1912). 

4) W.S Ssadikow, Biochem Zs. Bd. 136,S.238 (1922/23); W.S. Ssa- 
dikow u. N. D. Zelinsky, ebenda Bd. 136, S. 241 (1922/23); N. D. Ze- 
linsky u. W.S. Ssadikow, ebenda Bd. 137, 8S. 397 (1923); W. S. Ssa- 
dikow u. N. D. Zelinsky, ebenda Bd. 137, 8. 401 (1923). 

5) Diese Zs. Bd. 128, S. 119 (1923) und Bd. 129, §. 106 (1925) 
E. Abderhalden u. W. Stix, ebenda Bd. 129, S. 143 (1923); E. Abder- 
halden u. E. Klarmann, ebenda Bd. 129, S. 320 (1923). 
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: angenommen wird, ein Beispiel fir eine derartige, des Aktiva- 
tors bediirfende enzymatische Hydrolyse. 

Die Untersuchung bestitigt ferner die alten Angaben von 
R. Heidenhain}) tiber die bei der Aufbewahrung der Pankreas- 
driise eintretende ,spontane“ Aktivierung des Trypsins: man 
beobachtet sie bei der Autolyse der rohen wie der getrockneten 
Driisensubstanz und sie wird durch saure Reaktion beschleunigt. 
Man hat diese Erscheinungen indessen nie zu der Aktivierung 
durch Knterokinase in Beziehung gebracht, man hat sie als 
eine enzymatische oder auch bakterielle Umwandlung des 
Trypsinogens angesehen. Durch die Versuche dieser Abhand- 
lung wird der Nachweis erbracht, da es sich hierbei um die 
Bildung eines Aktivators aus der Driisensubstanz handelt, der 
- in seinem Verhalten mit der Enterokinase weitgehend iiberein- 
3 stimmt. So wird er gleich wie diese durch Tonerde adsorbiert 
' und es gelingt auf diese Weise gleichfalls, ihn vom Trypsin 
' zu trennen und das Enzym wiederum in inaktiver, aktivierbarer 
a Form zu erhalten; der Aktivator findet sich in der alkalischen 
Elution aus dem Tonerdeadsorbat. Die Annahme ist nicht 
von der Hand zu weisen, daB dieser bei Zersetzungsvorgingen 
' aus der Driise entstehende Aktivator identisch ist mit der 
| Enterokinase. Nach der in der Literatur vorherrschenden An- 
. sicht ist diese ein Sekretionsprodukt des Darmepithels, eine 
ip Bildung des Aktivators in der Pankreasdriise selbst hat man 
: nie diskutiert. L. Camus und E. Gley?’) unterscheiden zwischen 
_ uwei Arten der Trypsinaktivierung, einer extrapankreatischen, der 
 gewohnlichen, und einer intrapankreatischen; sie konnten nim- 
eas & lich zeigen, da® auf die Injektion gewisser Stoffe (Pilocarpin, 

| Pepton) hin die Driise aktiven Saft absonderte. Ihre Resultate 
wurden durch W. W. Sawitsch®) bestitigt und erweitert; nach 
Sawitsch hingt die Sekretion von aktivem oder inaktivem 
Saft mit einer stirkeren Reizung der trophischen bzw. der 









') Pfliigers Arch. Bd. 10, S. 557 und zwar S. 587 (1875). 

*) C. R. Soe. Biol. Bd, 54, S. 241 (1902). 

*) Zentralblatt fiir die ges. Physiol. u. Pathol. des Stoffwechsels, 
Neue Folge Bd 4, S. 1 (1909); siehe auch B. P. Babkin u, W. W. Sa- 
witsch, Diese Zs. Bd. 56, S. 321 (1908). 
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sekretorischen Nervenfasern der Driise zusammen. In Wirklich- 
keit sind die beiden Arten der Aktivierung des Trypsins iden. 
tische Vorginge, es handelt sich in beiden Fallen um die 
Wirkung desselben Aktivators. Man mu8 in diesem Zusammen- 
hange auch der von J. Mellanby und V. J. Woolley?) aus. 
gesprochenen, vereinzelt dastehenden Ansicht beipflichten, daf 
auch die Wirkung der Calciumsalze auf inaktiven Pankreas. 
saft auf eine durch Verminderung der Saftalkalitit hervor- 
gerufene beschleunigte Wirkung von Enterokinase zuriick- 
zufiihren ist; vielleicht ist es richtiger, hier eine beschleunigte 
Bildung des Aktivators anzunehmen. In der Tat liBt sich 
durch Kalksalz allein in der Driise eine Aktivierung nicht 
bewerkstelligen. 

So gewinnt man fiir die verschiedenen Erscheinungsformen 
der Trypsinaktivierung eine einheitliche Grundlage: die Formen 
wechseln, aber die Erscheinung ist die nimliche, sie beruht 
auf der Wirkung eines spezifischen Aktivators. 

Offen bleibt die Frage, ob die Enterokinase bzw. ihr 
Stammkérper nur im Pankreas oder aber auch in den Driisen 
der Darmschleimhaut gebildet werden kann und auf welche 
Weise der Aktivator im ersteren Falle von der Bauchspeichel- 
driise in die Darmwand gelangt. 


B. Experimenteller Teil. 


I. Die Bestimmung der Trypsinwirkung. 


1. MeBmethode. 


Die zahlreichen in der Literatur beschriebenen Methoden 
zur Verfolgung der enzymatischen Proteolyse lassen sich in 
zwei prinzipiell verschiedene Klassen einteilen, je nachdem 
sie auf der Bestimmung des unverinderten Substrates oder 
auf der Messung der entstandenen Abbauprodukte beruhen. 
Zu ersteren gehéren die iAlteren Bestimmungsweisen von 
W. Ebstein und P. Griitzner’), C. Fermi*) und 8. Mett*,, 


1) J. of Physiol. Bd. 46, S. 159 (1913). 

*) Pfligers Arch. Bd. 6, S. 1 (1872). 

8) Arch, fiir Hygiene Bd. 12, 8. 238 (1891) u. Bd. 40, S. 155 (1906). 
4) Arch. (Anat. u.) Physiol. S. 68 (1894). 
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sowie einige neuere, wie die nach F. Volhard'), E. Fuld und 
L. A. Levison?) und G.Gross'); sie alle fiihren ihrem Wesen 
nach nur zu mehr oder weniger zutreffenden Schiitzungen und 
sie erfassen nur einen Bruchteil der Enzymwirkung; dies gilt 
auch von der in neuerer Zeit durch W. Waldschmidt 4 
modifizierten kolorimetrischen Methode von P. Griitzner®, 
Einen etwas breiteren Abschnitt der Proteolyse gestattet das 
Verfahren der Leitfihigkeitsmessung nach V. Henri und 
L. des Bancels®) zu verfolgen, allein seine Grundlagen sind 
nicht geniigend iibersichtlich und sein Anwendungsbereich ist 
zu beschrinkt; diese letztere Kinschrinkung gilt auch fiir das 
schéne Verfahren der polarimetrischen Analyse der Peptid- 
spaltung von EK. Abderhalden und A. H. Koelker.*) Von 
gréBerer praktischer Bedeutung erscheinen das eigenartige 
gasometrische Verfahren von D. D. van Slyke’), das auf der 
Bestimmung des Aminostickstoffs mit salpetriger Siure beruht, 
sowie vor allem die viel angewandte wichtige Formoltitration 
nach S. P. L. Sérensen.®) 

Die Formoltitration erlaubt mit einigen Ausnahmen die 
alkalimetrische Bestimmung der Carboxylgruppen von Amino- 
siuren, Polypeptiden und Proteinen und sie beruht auf der 
Erreichung einer gewissen, mittels einer Kontrollésung be- 
stimmten Farbintensitat des Indikators bei der Alkalizugabe; 
allein ihre Resultate werden unsicher und mit den Kontroll- 
lésungen schwer vergleichbar, wenn es sich um die Bestimmung 





) Miinch. med. Wochenschr. S. 2129 (1903) und S. 403 (1907); siehe 
auch W. Léhlein, Hofmeisters Beitrige Bd. 7, S. 120 (1905). 

*) Biochem. Zs. Bd. 6, 8. 473 (1907). 

*) Arch. f. exper. Pathol. Bd. 58, S. 157 (1906). 

*) Pfligers Arch. Bd. 143, S. 189 (1912); hier findet sich auch eine 
eingehende Kritik aller friiheren Methoden. 

5) Pfliigers Arch. Bd. 8 S. 452 (1874); Arch. di fisiol. Bd. 7, S. 223 
1909); Pfliigers Arch. Bd. 144, S. 545 (1912). 

8) C. R. Soe. Biol. Bd. 55, S, 563, 787, 788, 789 u. 866 (1903); vgl. 
dazu W. M. BayliB, J. of Physiol. Bd. 36, S. 221 (1908). 

”) Diese Zs. Bd. 51, S. 294 (1907). 

8) Chem. Ber. Bd. 43, S. 3170 (1910). 

°) Biochem. Zs. Bd. 7, S. 43 (1907) und Bd. 25, S. 1 (1910). 
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an sich stirker gefiirbter oder, wie dies bei der Messung der 
proteolytischen Wirksamkeit getrockneter Organpriparate un- 
vermeidlich ist, wenn es sich um die Analyse stark triiber 
Versuchslésungen handelt, die eine schwiachere Farbintensitit 
vortéiuschen. Auf eine Schwierigkeit anderer Art stief 
L. de Jager’) bei der Anwendung der Formoltitration auf 
die Harnanalyse; er beobachtete namlich, daB die Methode 
bei Anwesenheit von Ammoniak oder Ammonsalzen, deren 
Siure unter den Bedingungen der Bestimmung ebenfalls 
titriert wird, eine Stérung erleidet, da sich fiir die Summe 
der Komponenten zu niedrige Werte ergeben; V. Henriques 
und 8. P. L. Sérensen?) fiihrten diese Erscheinung auf eine 
Reaktion intermediir gebildeten Methylenimins mit der Amino- 
siure zuriick. In der Tat ergibt die Bestimmung einer tryp- 
tischen Proteolyse nach der Formolmethode beispielsweise bei 
Anwendung eines Ammoniak—-Salmiak—Puffergemisches zu ge- 
ringe Ausschlige und sie fihrt zu Widerspriichen mit dem 
vergleichsweise angewandten alkalimetrischen Verfahren der 
Aminosiiurebestimmung in alkoholischer Liésung nach R. Will- 
statter und E. Waldschmidt-Leitz.*) 

So wurden fiir die Wirkung von 0,125 g der Pankreasprobe IV 
auf 10 ccm 3°/, Gelatinelésung bei p,, 8,7 (eingestellt durch 2,00 cem 


n-Ammoniak-Ammonchloridpuffer) und 30° in 1 Stunde felgende Aci- 
dititszunahmen gemessen (in ccm 0,2 n-KOH): 

















Bestimmung mit 
rn Formol Formol 90 proz. Alkohol 
u. Phenol- | u. Thymol- und 
phthalein phthalein | Thymolphthalein 
Ohne Zusatz . .. . 0,16 0,37 1,16 
20mg CaCl, . . + . 0,15 0,56 1,22 
20 mg glykochols. Na. 0,11 0,04 1,16 








Die Bestimmung in alkoholischer Lésung gestattet die 
Summe der Acidititen von Ammonsalzen und Aminosiuren 





1) Diese Zs. Bd. 62, S. 8333 und zwar S. 342 (1909). 
2) Diese Zs. Bd 64, S. 120 (1909/10). 
5) Chem. Ber. Bd. 54, S. 2988 (1921). 
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oder Peptiden in beliebigem Mischungsverhiltnis quantitativ 
gu ermitteln. Kin weiterer Vorzug dieses Verfahrens besteht 
darin, daB es erlaubt, bei der Messung der Proteolyse zwischen 
den Anteilen der Aminosiuren und der Peptide an der Aci- 
ditit zu unterscheiden.') Fir solche Bestimmungen ist es 
indessen erforderlich, Phenolphthalein als Indikator zu ver- 
wenden. Der Farbumschlag dieses Indikators liegt fiir die 
Titration der am hiufigsten vorkommenden Aminosiuren nach 
Willstatter und Waldschmidt-Leitz in 50°/,iger alkoho- 
lischer Losung bei einem Alkaliverbrauch von ungefahr 28°/, der 
theoretisch erforderlichen Menge. Fiir Thymolphthalein, dessen 
Umschlagsbereich einer héheren Alkalitait entspricht, findet 
man den bei dieser Alkoholkonzentration bestimmbaren Bruch- 
teil der Aminosiuren zu hoch und zu wenig iibereinstimmend, 
und der Umschlag dieses Indikators ist bei unvollstandiger 
Titration nicht sicher genug erkennbar. So verbrauchten bei 
der Titration mit Thymolphthalein 


a) 0,1762 g Glykokoll in 50, 75 und 90°/,igem Alkohol 
10,10, 11,01 und 11,77 statt ber. 11,74 ccm 0,2 n-KOH, 
entspr. 88, 94 und 100°/, der Theorie, 

b) 0,1331 g Alanin in 50, 75 und 90°/,igem Alkohol 
5,84, 7,03 und 7,49 statt ber. 7,47 ccm 0,2 n-KOH, entspr. 
78, 94 und 100°/, der Theorie, 

c) 0,1386 g Phenylalanin in 50, 75 und 90°/,igem Alkohol 
4,09, 4,21 und 4,21 statt ber. 4,2U com 0,2 n-KOH, entspr. 
97, 100 und 100°/, der Theorie. 


Der Versuch zeigt weiterhin, daB fiir den Umschlag des 
Thymolphthaleins auch bei den gewodhnlichen aliphatischen 
Aminosiiuren schon eine Alkoholkonzentration von 9U°/, geniigt 
zur Ausschaltung der Aminogruppen oder der Hydroxylionen, 
wihrend fiir Phenolphthalein etwa 97°/, Alkohol erforderlich 
sind; jener Indikator verdient daher, wenigstens fiir die Be- 
stimmung des Gesamt-Aciditatszuwachses, wegen der Ersparnis 
an Lisungsmittel den Vorzug. 


) R. Willstitter und E. Waldschmidt- Leitz, Chem. Ber. 
Bd. 54, S. 2988 und zwar S. 2991 (1921). 
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Bei dieser im folgenden angewandten Bestimmungsweise 
wird gleichzeitig durch die Zugabe des Alkohols zu tryptischen 
Verdauungsgemischen die Enzymwirkung unterbrochen, wie 
aus nachstehendem Versuch hervorgeht: 

Kin Spaltungsansatz, bestehend aus 0,125 g der Pankreasprobe III, 
10 cem 3°, ,ige Gelatinelésung sowie 2,00 eem n-Ammoniak-Ammonchlorid. 
puffer von p,, 8,7, wurde nach 60 Minuten lanser Einwirkung bei 30° 
mit 108 ecm absol. Alkohol vermischt und a) sogleich, b) nach 30 Minuten 


titriert; der Zuwachs an Aciditit entsprach a) 1,42 und 1,43, b) 1,39 cem 
0,2 n-KOH. 


2. Abhingigkeit der Trypsinwirkung von der 
Wasserstoffzahl und von Zusitzen. 


Der Ejinflu8 der Wasserstoffionenkonzentration auf die 
Trypsinwirkung ist schon des 6fteren untersucht worden, die 
Ergebnisse differieren je nach der gewdhlten Bestimmungs- 
weise mehr oder weniger stark. L. Michaelis und H. David- 
sohn!) bestimmten die Spaltung von Pepton mittels der Formol- 
methode und fanden hierbei einen breiten optimalen Bereich 
zwischen p,, 7,0 und 9,0, wahrend das eigentliche Optimum 
bei p,, 7,7—8,0 lag; die Grenze der Enzymwirkung beobachteten 
sie bei p,, 4,0 bzw. 11,0. Auch K. Meyer?) gibt das Reaktions- 
optimum fiir die Kaseinspaltung durch pankreatisches Trypsin 
zu p,, 7,6—8,3 an. Ganz abweichend von diesen Befunden 
sind die Ergebnisse von S. Palitzsch und L. E. Walbum’, 
die die Verfliissigung von Gelatine als MaB der Enzymwirkung 
wihlten; danach fndert sich die optimale Reaktion mit der 
Versuchstemperatur, sie wurde bei 30° zu p,, 9,9, bei 37° zu 
P, 9,1 und bei 55° zu p,, 8,0 gefunden, jedenfalls infolge un- 
gleich rascher Enzymzerstérung; immerhin erscheint das Opti- 
mum gegeniiber den Angaben von Michaelis und David- 
sohn, bei der namlichen Temperatur (37,3°) gemessen, betricht- 
lich nach dem Gebiete starkerer Alkalitit verschoben, so dai 
sich die Autoren veranlaBt sehen, die Existenz eines besonderen 





1) Biochem. Zs. Bd. 36, S. 280 (1911). 
*) Biochem. Zs. Bd. 32, S. 275 und zwar S. 276 (1911). 
8) Biochem. Zs. Bd. 47, S. 1 (1912). 
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Enzymes fiir die Gelatineveriliissigung zu erértern. Nach 
W. E. Ringer’) laBt sich weder fiir die Auflésung von Fibrin 
noch fir die Hydrolyse von geléstem SerumeiweiB ein be- 
stimmtes Reaktionsoptimum definieren, je stirker die Alkalitat, 
desto gréBer wird die Enzymwirkung gefunden; Kontroll- 
bestimmungen der Pufferwirkung allein sind nicht ausgefiihrt 
worden. Kine eigenartige Anschauung vertritt J. H. Northrop”), 
der die optimale Reaktion in Abhiangigkeit setzt von der Natur 
des jeweiligen Substrats; nach Northrop ist die Geschwindig- 
keit der Proteolyse bedingt durch den Dissoziationsgrad des 
Proteinsalzes: ,,The rate of digestion is a minimum at the 
isoelectric point of the protein and a maximum at that p,, 
at which the protein is completely combined with acid or 
alkali to form a salt“.*) So findet er das Spaltungsoptimum 
fiir Gelatine bei p,, 7,4—8,0, fiir Kasein bei p,, 8,6, fiir Edestin 
bei p,, 8,6—10,0, fir Haimoglobin bei p,, 8,4—9,2 und endlich 
fir Globin bei p, => 10,4, allerdings nach jeweils verschie- 
denen und mit einander nicht vergleichbaren Bestimmungs- 
welsen. 

Ks schien im Hinblick auf die vorangehend mitgeteilten, 
teilweise betriachtlich differierenden Angaben der Literatur 
nicht tiberfliissig, die Frage der p,,-Abhingigkeit der Trypsin- 
wirkung mit einer zuverlissigen Bestimmungsmethode erneut 
zu priifen. Gemessen wurde die Wirkung von 0,125 ¢ ge- 
trockneter Pankreasdriise (der Probe IV), die durch '/, stiindige 
Kinwirkung von 0,10 ccm eines waBrigen Darmwandauszuges 
ausreichend aktiviert waren, auf 10,0 ccm einer 3°/, igen Lésung 
von Gelatine in 60 Minuten bei 30° Die gewiinschte 
Aciditét stellte man, um den EinfluB wechselnder Puffer- 
lonen auszuschalten, mittels eines von J. H. Northrop‘) 
empfohlenen Gemisches aus Phosphat-, Borat-, und Citrat- 
puffer ein und bestimmte sie in jedem Spaltungsansatz un- 


) Diese Zs. Bd. 116, S. 107 (1921) und Bd. 124, S.171 und zwar 
S. 187 (1922/23). 

*) Journal of General Physiology Bd. 5, S. 263 (1922). 

*) a. a. O. Bd. 5, und zwar S. 274. 

*) a. a. QO. Bd. 5, und zwar S. 265. 
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mittelbar zu Beginn der Bestimmung mit Hilfe der yoy 
S. P. L. Sérensen?) eingefiihrten Indikatorenmethode; 2 
jedem Versuche wurde auferdem eine Leeranalyse ausgefihyt 
zur Bestimmung der lediglich auf Pufferwirkung entfallendey 
Hydrolyse. Die Versuchsergebnisse finden sich in nachstehen. 
der Tabelle zusammengestellt. 


Tabelle 1. 
p, -Abhangigkeit der Trypsinwirkung. 
(Angaben in ccm 0,2 n-KOH.) 








Pa Gesamthydrolyse | Pufferwirkung | Enzymwirkung 
5,5 0,40 0,15 0,25 
6,0 0,93 0,15 0,78 
6,5 1,15 0 1,15 
6,8 1,21 0 1,21 
7,2 1,27 0 1,27 
7,17 1,38 0 1,38 
8,2 1,49 0,06 1,43 
8,7 1,55 0,11 1,44 
9,1 1,85 0,50 1,35 
9,4 2,19 0,91 1,28 
9,7 2,38 1,18 1,20 











Wie aus der Tabelle ersichtlich, liegt das Optimum der 
KEnzymwirkung bei p,, 8,2—8,7, waihrend ein breiterer optimaler 
Bereich von p,, etwa = 7,7 bis p, = 9,1 sich erstreckt; dies 
Ergebnis deckt sich im wesentlichen mit den Befunden von 
L. Michaelis und H. Davidsohn?) sowie von K. Meyer’, 
Aus der Tabelle geht ferner hervor, daB vor allem im alka- 
lischen Gebiet von p,, etwa = 9,0 an bereits eine betrichtliche 
Hydrolyse durch den Puffer allein bewirkt wird, die mt 
zunehmender Alkalitaét weiter steigt; diese Tatsache trigt 
zum Verstindnis der abweichenden Versuchsergebnisse vol 





1) Ergebnisse der Physiologie Bd. 12, S. 393 und zwar S. 423 (1912). 
2) Biochem. Zs. Bd. 36, S. 280 (1911). 
3) Biochem. Zs. Bd. 32, 8. 275 und zwar S. 276 (1911). 
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his | W.E. Ringer?) bei: ohne Kontrollanalysen wiirde man mit 


EF steigendem p,, stets steigende Enzymwirkung finden. 
rt a Die aktivierende Wirkung der Kalksalze auf Pankreas- 
we : saft kennt man seit den Verdffentlichungen von C. Délezenne?), 
va : und sie ist daraufhin von vielen Forschern untersucht worden. 
' Délezenne fand, daB die Calcium- und andere Erdalkalisalze 
in geringer Menge zur Aktivierung von tryptisch unwirksamem 
| Driisensekret befihigt sind. Seine Angaben wurden von 
_ 5. Zunz?) bestiitigt; er beobachtete auBerdem, daB die Akti- 
; vierung erst nach einer bestimmten Zeit, einer ,,Latenzzeit*, 
~~ : eintrat und daB dann, nach erfolgter Aktivierung, die Aus- 
% fillung des Calciums mit Oxalat ohne EinfluB blieb; Zunz 
= 3 hielt infolgedessen die Calciumwirkung fiir einen katalytischen 
3 ProzeB und verglich sie mit der der Enterokinase. Auch 


_ 4. Frouin und A. Compton‘) fanden bei dialysiertem inak- 
 tivem Pankreassaft Kalksalze wirksam, allerdings nur nach 
einer gewissen mittleren Dauer der Dialyse; ebenso berichten 
K. Meyer ®) sowie J. Wohlgemuth®*) iiber schwankende Er- 
gebnisse bei der Wirkung auf inaktives Sekret. Kine be- 
_ merkenswerte Erklirung fiir die Wirkung der Erdalkalisalze 

| geben J.Mellanby und V. J. Woolley’); sie besteht danach 

' lediglich in einer Herabsetzung der Saftalkalitat durch Bildung 

' von unldslichem kohlensaurem Salz: ,,Pankreassaft enthiilt 
de fF immer Enterokinase; ist sie in geringer Menge vorhanden, so 
mu8 das aktivierungshindernde Alkali entfernt werden; ist sie 
dies in gréBerer Menge vorhanden, so erfolgt die Aktivierung von 
von ® selbst in einigen Tagen. Die Zugabe von Ca_beschleunigt 









') Diese Zs. Bd. 116, S. 107 (1921) und Bd. 124, S.171 und zwar 
S. 187 (1922/23). 
) CO. R. Bd. 141, S. 781 u. 914 (1905) und Bd. 144, S. 388 u. 506 
(1907). 
*) Bull. de la Soc. Roy. des Sciences méd. et nat. de Bruxelles Bd. 64, 

5. 28 u. 98 (1906); Annales de la Soc. Roy. des Sciences méd. et nat. de 
Bruxelles Bd. 16, S. 63 (1907). 

*) C.R. Bd. 153, S. 1032 (1911). 

°) Biochem. Zs. Bd. 23, S. 68 (1909/10). 

*) Biochem. Zs. Bd. 39, S. 302 (1912). 

’) J. of Physiol. Bd. 46, 3. 159 (1918). 
Hoppe-Seyler’s Zeitschrift f. physiol. Chemie. CXXXII. 14 
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nur die Trypsinbildung, sie ist nicht selbst dafiir verant. 
wortlich.“ In der Tat ist es auffallend, daB man nie iiber 
eine aktivierende Wirkung der Kalksalze auf neutrale oder 
schwach saure Driisenausziige berichtet hat; W. E. Ringer} 
fand sie ohne Einflu8 bei Enzympriparaten aus wiaBrigem 
Extrakt. 

In der vorliegenden Untersuchung konnte eine aktivierende 
Wirkung von Calciumchlorid auf frisches, tryptisch unwirksames 
Drisenmaterial nicht beobachtet werden; hingegen war die 
Wirksamkeit des mittels Enterokinase aktivierten Enzyms 
sowohl bei alkalischer als auch bei saurer Reaktion nach 
Zusatz von Kalksalz deutlich herabgesetzt. Dasselbe gilt, 
allerdings nur im sauren Gebiet, in noch stirkerem Mafe 
von gallensaurem Salz, fir das einige Autoren?) einen 
fordernden EinfluB angeben, wihrend W. E. Ringer?) es ohne 
Wirkung fand. 


Versuch 1. 0,062 g eines frisch getrockneten Driisenpulvers wirkten 
bei p,, 8,7 (1,00 ecm n-Ammoniak-Ammonchloridpuffer) 60 Min. bei 30° 
ein auf 5,0 cem 3°/,iger Gelatine nach '/,stiindigem Anteigen mit a) 2 ccm 
Wasser, b) 2 com Wasser + 40 mg CaCl,, c) 2 com Wasser + 0,02 cem 
Kinaseauszug; die gemessene Aciditiitszunahme betrug a) 0,04, b) 0,06, 
ce) 0,91 ecm 0,2 n-KOH. 

Versuch 2. 0,125 g der Pankreasprobe IV wurden 30 Min. lang 
mit 0,10 eem Kinaselésung sowie a) 1,0 ccm Wasser, b) 1,0 ecm Wasser 
+ 40 mg CaCl, bei 30° angeteigt; sie ergaben nach 60 Min. langer Ein- 
wirkung auf 5,0 ccm 3°/,iger Gelatine bei p,, 8,7 und 30° Aciditits- 
zunahme entspr. a) 1,26, b) 0,90 ccm 0,2 n-KOH. 


Versuch 3. 1,00 ccm eines Glycerinauszugs aus Probe IV belied 
man 30 Min. bei 30° a) mit 1,0 ccm Kinaseauszug + 1,0 com Wasser, 
b) mit 1,0 cem Kinaseauszug + 1,0 cem Calciumchloridlésung (enth. 
20 mg CaCl,) und bestimmte dann die Acidititszunahme nach 1/,stiin- 
diger Einwirkung auf 5,0 cem 3°/,ige Gelatine bei P,, 8,7 und 30°; sie 
betrug a) 0,71, b) 0,55 und 0,56 cem 0,2 n-KOH. 


1) Diese Zs. Bd. 124, S. 171 und zwar S. 190 (1922/23). 

*) N. Zuntz und Ussow, Arch. (Anat. u.) Physiol. (Verhandl. der 
Physiol. Gesellschaft zu Berlin) S. 380 (1900); J. Wohlgemuth, Bio- 
chem. Zs. Bd. 2, S. 264 (1906/07); J.T.Groll, Nederl. Tijdschr. Genees- 
kunde Bd. 64, I, S. 1157 (1920), Chem. Zbl. Bd. 3, S. 935 (1920). 

’) Diese Zs. Bd. 124, 8. 171 und zwar S. 191 (1922/28). 
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Versuch 4. 0,125 g der Pankreasprobe IV wurden 60 Min. lang 
bei 30° und p,, 5,5 (eingestellt durch 2,00 cem n-Acetatpuffer) der Ein- 
wirkung auf 5,0 ccm 3°/,ige Gelatine iiberlassen unter Zusatz von 
3) 2,0 eem Wasser, b) 2,0 cem Wasser + 40 mg CaCl, und c) 2,0 ecm 
Wasser + 40 mg Na glycocholicum; der Acidititszuwachs entsprach 
3) 0,35, b) 0,14 und ec) 0,05 cem 0,2 n-KOH. 

Versuch 5. 0,125 g der Probe IV, die durch ‘/,stiindiges Anteigen 
mit 0,20 ecm Kinaseauszug ausreichend aktiviert waren, bewirkten in 
60 Min. langer Einwirkung auf 10,0 ccm 3°/,iger Gelatine bei P,, 8,7 und 
30° nach Zugabe von a) 1,0 cem Wasser, b) 1,0 com Wasser + 20 mg, 


: c) 10 cem Wasser + 40 mg Gallensalz eine Aciditiitszunahme von 
| a) 1,55, b) 1,58, e) 1,59 eem 0,2 n-KOH. 


Die Zugabe von Kalksalz zu tryptischen Proteolysen, die 


' in einer vorliufigen Bestimmungsweise von R. Willstatter 
/ und E. Waldschmidt-Leitz}) auf Grund der Angaben der 
| Literatur?) zum Zwecke ausgleichender Aktivierung fiir ndétig 
| erachtet wurde, erscheint nach den angefiihrten Versuchs- 
| ergebnissen nicht mehr angebracht. 


3. Ausfiihrung der Bestimmung. 
Im folgenden wird kurz das Verfahren beschrieben, nach 


' welchem im allgemeinen in der vorliegenden Abhandlung die 
: Bestimmung der Trypsinwirkung ausgefiihrt wurde und das 
: sich als brauchbar und zuverlissig erwies. EKingehendere 
Untersuchungen iiber den Reaktionsverlauf der Enzymwirkung 
' und iiber die Beziehungen zwischen Enzymmenge und Umsatz 
4 sollen an dieser Stelle nicht mitgeteilt werden, da es zweck- 
© maBiger und einfacher schien, zur Messung der Enterokinase 
| stets ihre Einwirkung auf die namliche oder auf eine sehr 
] ibnliche Trypsinmenge zu vergleichen und die Bestimmungs- 
/ dauer konstant zu wihlen. 


Das zu bestimmende Trypsinpraparat (gewohnlich 0,062 g, 


q im allgemeinen zwischen 0,01 und 0,25 g getrocknete Driise bzw. 
_ die daraus hervorgegangene Menge eines reineren Praparates) 
_wird in ein kleines zylindrisches Standflaschchen mit ein- 





) Diese Zs. Bd. 125, 8. 182 und zwar S. 159 (1922/23). 
*) Vel. hierzu J. Wohlgemuth, Grundri8 der Fermentmethoden, 


| Berlin 1913, S. 192. 
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geschliffenem Stopfen eingewogen; nach der etwa erforderlichen 
Vorbehandlung (z. B. Kinaseeinwirkung) werden dann im Thermo. 
staten von 30° 1,00 com n-Ammoniak—Ammonchloridpuffer von 
P, = 8,9 bei 30° (bestehend aus 0,67 ccm n-NH,Cl + 0,33 com 
n-NH,) sowie 5,0 ccm einer 3°/,igen, auf 30° angewarmten 
Gelatine-(bzw. Pepton-, Albumin-)lésung zugefiigt; nach gutem 
Durchschiitteln beliBt man das Gemisch im Thermostaten. 

Die Wasserstoffzahl einer Gelatine-Puffermischung dieser 
Zusammensetzung bei 30° wurde mittels der Indikatoren- 
methode zu p,, = 8,7 bestimmt. Die angewandte Gelatine war 
gewohnliche ,,Gold-Gelatine* des Handels; die Bereitungsweise 
der Lésungen (Anquellen in der Kalte und gelindes Erwarmen 
oder bis zu 1 Stunde langes Kochen) erwies sich in vergleichen- 
den Versuchen als belanglos hinsichtlich ihrer Spaltbarkeit 
sowohl wie ihrer eigenen Aciditét. Kontrollversuche erbrachten 
ferner den Nachweis, da8 durch den angewandten Puffer 
wihrend 1 Stunde weder die Gelatine angespalten war noch 
die Enzymwirkung von Driise oder Glycerinauszug in meb- 
barer Weise beeintrichtigt wurde. 

Nach Ablauf der Bestimmungszeit (gew6hnlich 60 Minuten) 
wird der Inhalt des Flischchens mit dem 9fachen Volumen 
absoluten Alkohols in einen Erlenmeyerkolben iibergespiilt 
und nach Zusatz von 0,5 ccm 0,5°/,iger alkoholischer Thymol- 
phthaleinlésung auf je 100 ccm Fliissigkeit mit 90°/,iger alko- 
holischer 0,2 n-Lauge unter kriftigem Umschwenken titriert, 
Der Endpunkt der Titration ist durch den ersten etwas grau- 
blauen Farbton gegeben und gut erkennbar; nach Zusatz von 


3 weiteren Tropfen (etwa 0,05 ccm) der Normallésung wird | 


dann die Farbe deutlich blau. Nach einige Minuten langem 
Stehen pflegt die Indikatorfarbe infolge einer weiteren Hydro- 
lyse der Proteinsubstanz durch den Laugeiiberschu8 wieder zu 
verschwinden. | 

Zu jeder Analyse ist eine Leerbestimmung auszufihren, 
deren Ansatz genau analog dem der Hauptbestimmung erfolgt 
und die unmittelbar zu Beginn der eigentlichen Bestimmungs 
zeit, also nach der Zugabe des Substrats, aufgearbeitet wird; 
die der Enzymwirkung entsprechende Acidititszunahme ergibt 
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sich dann aus der Differenz der beiden Titrationen. Dient 
Gelatine als Substrat, so empfiehlt es sich, dem Analysen- 
gemisch vor dem Verdiinnen mit Alkohol etwas Chlorcalcium- 
lésung, z. B. 0,50 com mit 20 mg CaCl,, zuzusetzen; man ver- 
meidet so, da8 unangegriffene Gelatine sich bei der Aus- 
flockung durch den Alkohol zu gréBeren klumpigen Aggregaten 
gusammenballt und dadurch der Titration entgeht; offenbar 
bildet sich eine Additionsverbindung der Gelatine mit dem 
Erdalkalisalz}) unter Anderung der Liéslichkeit oder des Dis- 
persitatsgrades. Ist die Gelatine auch nur wenig anhydrolysiert, 
so tritt Klumpenbildung in alkoholischer Suspension nicht mehr 
ein; tiberhaupt erlaubt die Menge und die Beschaffenheit der 
auf Alkoholzusatz entstehenden Fallung dem geiibten Beobachter 
schon eine Schitzung der erfolgten Hydrolyse. 

Der mégliche Fehler einer Titration ist auf + 0,04 ccm 
n/5-Lauge zu schitzen, entsprechend ungefahr + 2 Tropfen 
der alkoholischen Lésung. Innerhalb dieser Fehlergrenzen ist 
die Ubereinstimmung der Analysen befriedigend; ein Beispiel 
hierfiir, das nicht zu den besten zihlt, sei hier angefihrt, da 
es zugleich die relative Geschwindigkeit der Hydrolyse von 
drei verschiedenen Substraten — Albumin, Gelatine und 
Pepton — durch Trypsin veranschaulicht. 

0,062 g der Pankreasprobe IV, durch '/, stiindige Kin- 
wirkung von 0,10 ccm Kinaselésung + 1,0 ccm Wasser akti- 
viert, lieB man nach Zugabe von 1,00 ccm n-Ammoniakpuffer 
von p,, 8,7 wihrend 1 Stunde bei 30° einwirken auf a) und 
b) 5,0 com 3°/,ige Gelatinelésung, c) 5,0 ccm einer 3°/,igen 
Lésung von Kieralbumin (Kahlbaum), d) und e) 5,0 ccm einer 
3°/,igen Lésung von ,,Pepton ex albumine (Merck); der ge- 
messene Zuwachs an Aciditit entsprach dann a) 1,21, b) 1,26, 
c) 0,17, d) 1,54 und e) 1,51 cem 0,2 n-KOH. 


') Vgl. T. B. Robertson, ,,Uber die Verbindungen der Proteine 
mit anorganischen Substanzen“, Ergebnisse der Physiol. Bd. 10, S. 216 
(1910); ferner P. Pfeiffer und J. v. Modelski, Diese Zs. Bd. 81, 
S. 329 (1912) und Bd. 85, S.1 (1913); P. Pfeiffer und F. Wittka, 
Chem. Ber. Bd. 48, S. 1289 (1915); P. Pfeiffer, ebenda Bd. 48, S. 1938 
(1915). 
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II. Uber die Einwirkung der Enterokinase auf Trypsin. 


1. Kinaselésungen aus der Darmschleimhaut. 


Die Verfahren der Literatur’) zur Bereitung von Kinase. 
lésungen aus der Darmwand beschrinken sich auf die Extrak. 
tion der frisch abgeschabten rohen Schleimhaut des Diinndarms 
mit waBrigen oder glycerinhaltigen Reagenzien. Es schien fir 
die Zwecke der vorliegenden Untersuchung geeigneter, die 
kinasehaltige Substanz zuvor in eine wirksame und haltbare 
Trockenform iiberzufiihren und so gréBere Mengen einheit- 
lichen Ausgangsmaterials zu gewinnen. Das angewandte Ver- 
fahren lehnt sich eng an das von R. Willstitter und 
E. Waldschmidt-Leitz?) fir die Trocknung der Pankreas. 
driise mittels Aceton beschriebene an. 

Aus 685m Schweinedarm vom obersten Abschnitt des 
Dinndarms ebensovieler Tiere schabte man die innerste weiche 
Schleimhaut mit dem Messer so vorsichtig ab, daB sie miég- 
lichst frei von Bindegewebe und Muskelfasern war, und erhielt 
so insgesamt 7,16 kg; diese wurden darauf in 5 Flaschen mit 
im ganzen 21 Liter Aceton gut durchgeschiittelt und nach 
2 stiindigem Stehen filtriert; der Filterriickstand wurde dann weiter 
durch Anschiitteln in den Flaschen und Filtrieren wie zuvor 
mit 21 Liter Aceton, darauf 10,5 Liter Aceton + 10,5 Liter Ather 
und zuletzt 2 mal mit je 21 Liter Ather gewaschen und auf 
Filtrierpapier an der Luft getrocknet. Man erhielt so 1,05 kg eines 
feinen, farblosen Pulvers, das sich nach dem Mahlen in einer 
Schlagmiihle mittels eines engmaschigen Siebes noch von ge- 
ringen Mengen beigemischter F'asersubstanz befreien lieB; die 
Ausbeute bestand in 950 g staubfeinen Materials. 

0,7 mg dieses Pulvers erteilten 0,062 g der Driisenprobe XIV tryp- 
tische Wirkung entsprechend einer Aciditaétszunahme von 0,76 com 
0,2 n-KOH und einem Gehalt der Analysenprobe von 0,75 k. e. (Uber die 
Ausfiihrung der Kinasebestimmung vgl. Kap. IV, Abschnitt 1). 


0,036 g des Pulvers wurden zur Bestimmung auf Erepsin mit 5,0 ccm 
3°/,iger Lésung von ,,Pepton ex albumine (Merck)“ und 1,00 ccm 





1) Vel. z. B. H. M. Vernon, Jl. of Physiol. Bd. 28, S. 375 (1902); 
ferner: W. M. Bayliss und E. H. Starling, ebenda Bd. 30, S. 61 (1903). 
2) Diese Zs. Bd. 125, S. 132 und zwar § 148 (1922/23). 
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n-Ammoniakpuffer (p,, = 8,7) wahrend 1 Stunde der Spaltung bei 30° 
aberlassen; die Aciditaétszunahme betrug dann 0,21 ccm 0,2 n-KOH. 


Bei einem betrichtlichen Gehalt an Enterokinase wird die 
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f peptolytische Wirkung des Darmpulvers nur unerheblich ge- | 

2 ' funden. ad 

- 1 Ks zeigte sich nun in vergleichenden Extraktionsversuchen ak 

. ' mit verdimnter Siure, verdiinntem Alkali und mit Glycerin, 

ie | daB die Kinase sich der Trockensubstanz in befriedigender 

ad " Ausbeute nur mit alkalischen Mitteln entziehen 1iBt, waihrend eu. 

| BE sie bei den iibrigen Verfahren gréBtenteils darin zuriickbleibt; : 

™ Bf hingegen findet sich die ereptische Wirkung in gleichem Aus- 

. F mabe im sauren und alkalischen wie im Glycerinauszug. 

r 4 Versuch 1. 4,0 g des Darmpulvers wurden a) mit 225 ecm n/,,-Essig- 
a siure, b) mit 225 ccm n/,,-Ammoniak und c) mit 225 cem 87°/,igem 

. 4 Glycerin angeschiittelt und 40 Stunden bei 30° belassen. ou 

e F 0,02 cem des filtrierten Auszuges erteilten 0,062 g der Driisenprobe i: 

gy. [fF XIV tryptische Wirkung entsprechend einer Acidititszunahme von a) 0,24, . 

It b) 0,51 und c) 0,20 cem 0,2 n-KOH und einem Gehalt von a) 0,05, b) 0,32 






und ¢) 0,03 k.e. Daraus berechnet sich eine Kinaseausbeute im Auszug , 
von a) 14, b) 84, c) 8%. 

2,00 eem des Auszugs (entspr. 0,036 g Pulver) gaben mit 5,0 cem 
3°/,igem Pepton bei p, 8,7 (1,00 ccm n-Ammoniakpuffer) und 30° in 
1 Stunde Aciditiitszunahme entspr. a) 0,20, b) 0,26 und ec) 0,22 cem 
| 0,2 n-KOH. 

Die Ergebnisse dieses Versuches fiihren zu einem ein- 
| fachen Verfahren der Trennung von Kinase und Erepsin; aus 
' dem Riickstande sowohl der sauren wie der Glycerinextraktion 
| \a8t sich namlich durch Behandlung mit verdiinntem Am- we 
moniak die Kinase frei von ereptischer Wirkung gewinnen, ie y 
im ersteren Falle in maBiger, im letzteren in guter Ausbeute. bie 


Versuch 2. Den gesammelten Extraktionsriickstand des Versuches 1,a 
belie’ man nach nochmaliger Waschung mittels 50 ccm n/,,-Essigsaure 
mit 225 cem n/.-Ammoniak wihrend 24 Stunden bei 30°. 

0,02 cem vom filtrierten Auszug erteilten 0,062 g der Driisenprobe 
XIV tryptische Wirkung entspr. einer Acidititszunahme von 0,34 eem 
0,2 n-KOH oder 0,15 k.e.; die Ausbeute an Kinase betrug also 46°/, 
von der im Riickstand verbliebenen Menge. 

Nach 1 stiindiger Einwirkung von 2,00 cem des Auszugs auf 5,0 eem 
3°*/,iges Pepton bei 30° und P, 8.7 (1,00 ccm n-Ammoniakpuffer) war 
keine meBbare Acidititszunahme eingetreten. 
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Versuch 3. Der Extraktionsriickstand von Versuch 1,¢ wurde pi 
50 eem 20°/,igem Glycerin nachgewaschen und darauf 20 Stunden mit 
225 eem n/,,-Ammoniak bei 30° behandelt. 

0,02 cem der filtrierten Lésung erteilten 0,062 g der Driisep. 
probe XIV tryptische Wirkung entspr. einer Aciditiétszunahme von 0,52 cem 
0,2 n-KOH. Der Gehalt der Analysenprobe war also 0,33 k. e. und die 
Ausbeute betrug 94°/, der Kinasemenge des Riickstands. 

2,00 ccm des Auszugs gaben mit 5,0 cem 3°/,igem Pepton in 
60 Min, bei 30° und p,, 8,7 Acidititszunahme entspr. 0,04 ccm 0,2 n-KOH. 

So bereiteten Kinaseauszug findet man, wie vor der Ab. 
trennung des Erepsins, auch wirkungslos gegeniiber Gelatine 
oder Kieralbumin: 

Versuch 4. 2,00 ccm des Auszugs von Versuch 3 bewirkten in 
1 stiindiger Kinwirkung bei 30° und pj, 8,7 auf a) 5,0 cem 3°/,ige Gelatine, 
b) 5,0 cem einer 3°/,igen Lésung von Eieralbumin (Kahlbgum) keinen 
meBbaren Acidititszuwachs. 


2. Uber den zeitlichen Verlauf der Trypsinaktivierung. 


DaB bei der Aktivierung des Trypsins durch den Darn. 
saft die Dauer der Kinwirkung eine beachtenswerte Rolle spielte, 
wurde bereits in den ersten Arbeiten der Pawlowschen Schule 
erkannt’) und ist seitdem fast durch alle Untersuchungen, die 
dieser Frage gewidmet waren, bestitigt worden?). Bei der 
grundlegenden Bedeutung, die dieser Frage fiir Verstindnis 
und Beurteilung des Wesens der Kinasewirkung zukommt, war 
es erforderlich, ihre zeitliche Abhangigkeit mit Hilfe einer 
exakten Bestimmungsmethode erneut zu untersuchen und ihre 
Grundlagen sicherzustellen. Die Untersuchung wurde so durch- 
gefiihrt, daB man verschiedene Mengen wiBrig-ammoniakalischen 
Kinaseauszugs ohne Pufferzusatz, also in annihernd neutralem 
Milieu, mit Wasser auf 2 ccm verdiinnt wechselnde Zeiten aut 
die nimliche Menge getrockneter Driise bei 30° einwirken lied; 
dann fiihrte man die Bestimmung der tryptischen Wirkung aus, 
wie in Kapitel I, Abschnitt 3 beschrieben. Die Ergebnisse der 


') Vgl. dazu J. P. Pawlow, Die Arbeit der Verdauungsdriisen, 
Wiesbaden 1900. 

*) Siehe die betreffenden Literaturangaben in Abschnitt I des 
theoretischen Teils dieser Abhandlung. 
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| Versuche an drei verschiedenen Driisenproben sind nachstehend 
' msammengestellt; die Angaben der Tabellen entsprechen den 
- Acidititszunahmen in ccm 0,2 n-Lauge. 


Tabelle 2. 


| Feith. Verlauf der Aktivierung bei Pankreasprobe IV 
ae 125 sg 7 esi att. I). 








Einwirkungs- 
zeit 


Fe 
oe 
Re 
Bi 


Angewandte Kinasemenge in ccm 


Min. 0,02 | 010 | 
0,74 | 0,96 
104 | 1,21 
105 | 1,20 
1,07 | 1,06 
0,94 | 0,87 





‘l'abelle 3. 


Zeitl. Verlauf der Aktivierung bei Pankreasprobe VI. 
Bu 125 A3 Driise ; omnes. If). 











—— pes Kinasemenge in ccm 
0,02 | 0,06 | 0,10 | 0,20 


| 
0,26 | 0,69 
| 





0,45 0,94 
056 | 1,00 | 
0,58 | 1,01 

— | 





Tabelle 4. 


Zeitl. Verlauf der Aktivierung bei Pankreasprobe VII. 
(0,062 a3 Driise; Kinaseauszug ITI). 














Einwirkungszeit Angewandte Kinasemenge in ccm 
0,00 | 0,03 


/ 
0,14 | 0,48 
| 0,66 
0,77 
0,96; 0,96 
0,96 
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Die Betrachtung der 3 Tabellen 14Bt tibereinstimmend eine 
fiir die zeitliche Abhangigkeit der Kinasewirkung charakteristische 
Tatsache erkennen: Jeder Kinasemenge entspricht eine bestimmte 
maximale Aktivierungsleistung und die Kinase erreicht unab. 
hingig von ihrer Menge die dieser entsprechende Hochstleistung 
stets nach einer kurzen Kinwirkungsdauer von etwa 30 Minuten, 
Diese Befunde sind mit der Auffassung der Aktivierung a) 
enzymatischem Proze8 unvereinbar, sie lassen sich nur mit 
der Annahme einer reinen Aktivatorwirkung erkliren. Der 
Aktivierungsvorgang setzt mit ziemlich groBer Geschwindigkeit 
ein, um dann, bald langsamer werdend, seinem Ende zuzustreben: 
anscheinend wird die Aktivierung durch Zugabe des Substrats 
unterbrochen oder doch stark gehemmt, da sonst die Unter. 
schiede zwischen den Spaltungen z. B. nach 0 und 30 Minuten 
langer Kinwirkung mit steigenden Kinasemengen stiirker ab- 
nehmen sollten. Bei sehr langer Kinaseeinwirkung liBt die 
Enzymwirkung, wie aus Tabelle 2 hervorgeht, eine deutliche 
Abnahme erkennen, vielleicht infolge geringerer Bestindigkeit des 
aktivierten Enzyms; fiir die Messung der Leistung einer be- 
stimmten Kinasemenge geniigt eine halbstiindige Kinwirkungszeit. 


3. Das Verhaltnis von Kinase zu Trypsin bei maximaler 
Aktivierung. 


Schon J. Hamburger und E. Hekma!) haben das Be- 
stehen stéchiometrischer Beziehungen zwischen Aktivator und 
Enzym angenommen; sie verwarfen die enzymatische Er. 
klarung der Aktivierung und schlugen vor, den Aktivator des 
Darmsafts ,Zymolysin* zu benennen. Auch A. Dastre und 
H. Stassano’) gelangten zu dem Ergebnis, daB fir die opti- 
male Aktivierung bestimmte Kinasemengen erforderlich seien. 
Die referierende Literatur hat ihren Resultaten keine Beweis- 
kraft zuerkannt, zumal sie das Moment der zeitlichen Ab- 
hangigkeit der Kinasewirkung unberiicksichtigt lieBen. 

Die Erkenntnis von der Begrenztheit dieser Abhingigkeit 
machte eine erneute Untersuchung dieser Beziehungen erforder- 





1) Journal de Physiol. et Pathol. gén. Bd. 4, S. 805 (1902). 
*) Archives internat. de Physiologie Bd. 1, S. 86 (1904). 
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‘lich. Es wurden steigende Mengen Kinase in ihrer Kinwirkung 
' auf wechselnde Enzymmengen unter den Bedingungen maxi- 
‘maler Leistung ('/,stiindiger Kinwirkungsdauer bei 30° und 
neutraler Reaktion) verglichen und die zur Héchstaktivierung 
: eben hinreichenden Aktivatormengen bestimmt. Unter diesen 
' Bedingungen besteht, wie die Betrachtung der nachstehenden 
Tabellen zeigt, bei einem untersuchten Verhiltnis der Enzym- 
‘mengen wie 1:4 Proportionalitit zwischen den Mengen von 
' Kinase und Trypsin. Die Versuche der Tabellen 5 und 6 
' sind mit dem nimlichen Kinaseauszug und zwei nach der Dar- 
q stellungsweise verschiedenen Driisenproben angestellt; die An- 
' gaben entsprechen den Acitititszunahmen bei der gebriuch- 
‘lichen Bestimmungsweise (s. Kap. I, Abschnitt 3) in ccm 
» 0,2 n-Lauge. 


Tabelle 5. 
Hoéchstaktivierung bei Pankreasprobe IV. 


(Kinase mit Wasser auf 2,0 ccm verdiinnt.) 

















Kinaselésung Driise (g) 
ecm 0,062 | 0,125 | 0,250 
0,00 0,42 0,86 | 1,78 
0,01 0,91 1,11 | 1,92 
0,02 1,05 a 
0,03 _ 1,46 _ 
0,04 1,02 155 2,38 
0,05 1.56 _ 
0,06 — | 249 
0,08 — | 264 
0,10 155 | 2,68 
0,20 | 1,54 2,66 





: Die alten Angaben von Hamburger und Hekma iiber 
: stichiometrische Beziehungen zwischen Kinase und Trypsin 
| bestiitigen sich also; sie gelten indessen nur fir ein- und das- 
» selbe Driisenmaterial. Wie ein Vergleich der beiden Tabellen 
lehrt, kénnen der Gang der Aktivierung wie die zur Hiéchst- 
_ aktivierung der nimlichen Enzymmenge erforderlichen Mengen 

g AKtivator je nach der Darstellung der Enzymprobe betrachtlich 


pyaar 


neta 


apr igen 
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Tabelle 6. 
Hochstaktivierung bei Pankreasprobe V. 


(Kinase mit Wasser auf 2,0 ccm verdiinnt.) 








Kinaselésung Driise (g) 

cem 0,062 | 0,125 | 0,250 
0,00 0,06 0,10 | 0,16 
0,02 0,39 — | 
0,03 0,56 out Glos 
0,04 0,83 “a i 
0,05 1,07 094 ,; — 
0,06 1,18 113 | 1,19 
0,07 1,25 — | - 
0,08 1,31 oo 
0,10 1,30 — se 
0,12 1,30 1,74 | 2,08 
0,14 ao 
0,16 198 | 2,66 
0,18 196 | — 
0,28 8,00 
0,32 | 3,10 
0,36 3,09 








differieren. Auf diese Erscheinung, die auf einen wechselnde: 
Gehalt der Driisensubstanz an aktivierungshemmenden Stoffen 
zuriickzufiihren ist, soll im folgenden Abschnitt dieses Kapitels 
ausfiihrlicher eingegangen werden; sie laBt sich, wie aus den 
im III. Kapitel dieser Abhandlung mitgeteilten Versuchs- 
ergebnissen hervorgeht, an frischem Driisenmaterial experi- 
mentell reproduzieren. 

Ein weiteres Beispiel mit einer Driisenprobe von ver- 
haltnismabig geringem Gehalt an Hemmungsstoffen sei hier 
angefihrt, da bei ihm die zur Héchstaktivierung erforderliche 
Kinasemenge genauer ermittelt wurde. Sie betrug 0,026 ccm 
vom Kinaseauszug entsprechend etwa 0,4 mg des trockenet 
Darmpulvers fir eine Driisenmenge von 62 mg; die Gewichts- 
mengen der beiden Rohpraparate standen also im Verhiltnis 
von 1: 150, ein Hinweis vielleicht auf den hohen Kinase 
gehalt des einen oder die Enzymarmut des andern Materials. 





vgl. 
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Tabelle 7. 


Héchstaktivierung bei Pankreasprobe VIII. 


(0,062 g; Kinaselésung der Tab. 5 und 6, mit Wasser auf 2,0 eem 
verdiinnt; '/,stiindige Einw. bei 30°.) 








Kinaselésung Acidititszunahme 
ccm cem 0,2 n-KOH 
0,00 0 
0,010 _ 0,61 q 
0,020 0,90; 0,91 
0,022 0,93 oe) 
0,024 1,05 at 
0,026 1,10 4 
0,030 1,09 
0,040 1,10 
0,050 1,08 





Auch die peptonspaltende Wirkung der Pankreasdriise 
_wird, wie es schon G. Schaeffer und E. F. Terroine!) sowie 
_J.Wohlgemuth’) fiir ihr Sekret angegeben haben, durch 


: Tabelle 8. 
| Hichstaktivierung fiir Gelatine- und Peptonspaltung. 


den (0,062 g Driise; Kinase mit Wasser auf 2,0 cem verdiinnt; i ‘q 
fren A 30°, 30 Min. Einwirkung; Angaben in ccm 0,2 n-KOH). Pa) 

















itels Kinaselésung Wirkung auf a 

den ecm Gelatine | Pepton a 

chs 0.00 0,09 0,51 ee 

—_ 0,01 0,46 én i. \ 
: 0,02 0,58 1,16 ys 

ver: 0,03 0,71 1,32 

hier 0,04 0,81 1,40 

ie 0,05 0,97 | 1,483) 

iche | 0,06 “a | sas 

com 0,07 1,12 1,49 

nel 0,10 1,14 1,50 

hts & 7 

tnis & ') Journ. de Physiol. et Pathol. gén. Bd. 12, S. 884 und S. 905 (1910); ee 

ase: YS auch H. M. Vernon, J. of Physiol. Bd. 30, S. 330 (1904). | ie 

als. *) Biochem. Zs. Bd. 39, S. 302 (1912). ia 


*) In 2 Stunden Spaltung entspr. 1,93 cem 0,2 n-KOH. 
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Enterokinase verstirkt. In vergleichenden Versuchsreihen mi 
Gelatine und Pepton wurden die in beiden Fallen zur &;. 
zielung maximaler Aktivierung erforderlichen Kinasemengen 
fir ein- und dieselbe Pankreasprobe (Nr. IX) bestimmt: sje 
erwiesen sich als nicht identisch. Als Substrat dienten je 
5,0 ccm einer 3°/, igen Liésung von Gelatine bzw. ,,Pepton ex 
albumine (Merck); die Bestimmung wurde in 1 Stunde be 
30° und py 8,7 (1,00 com n-Ammoniakpuffer) ausgefiihrt. 

Die jeweils zur Héchstleistung nétigen Kinasemengen ent. 
sprechen 0,07 und 0,05 ccm der angewandten Lésung (vgl. Tab. 8) 
Der Versuch bestitigt zugleich bei der Driise den Befund der 
oben angefiihrten Autoren, daB das gegeniiber Gelatine inaktive 
Enzym betrachtliche peptolytische Wirksamkeit besitzt. Dieses 
Ergebnis nétigt indessen nicht zu der Annahme eines be- 
sonderen ereptischen Enzyms in der Pankreasdriise; die von 
G. Schaeffer und EK. F. Terroine’) vertretene Auffassung 
daB die Notwendigkeit der Aktivierung durch Kinase durch 
die Konstitution des jeweiligen Substrates bedingt ist, diirfte 
dahin zu vertiefen sein, daB es sich in allen Fallen um die 
Wirkung ein und desselben Enzyms handelt, welches den 
Aktivator nur in gewissen Fallen benétigt, wahrend diese 
Forscher von der Existenz zweier verschiedener Fermente aus- 
gehen. Im vorliegenden Falle wirkt dann die Kinase nur 
auf eine Teilreaktion der Peptonspaltung aktivierend, wihrend 
andere Reaktionsstufen, wie nach Schaeffer und Terroine 
die Spaltung einfacher Peptide, unbeeinfluBt bleiben. 


4, Hemmungserscheinungen. 
a) EinfluB von Alkoholen. 


Hemmungskoérper der Kinasewirkung sind von mehrerep 
Forschern beobachtet worden, sie sollen nach C. Délezenne? 
und nach W. M. Baylif und E. H. Starling’) vornehmlich im 
tierischen Serum enthalten sein; man hai sie unter dem Namen 
»Antikinasen“ zusammengefaBt, ohne iiber ihre Natur etwas 





1) Journ. de Physiol. et Pathol. gén. Bd. 12, S. 905 (1910). 
*) C. R. Soe. Biol. Bd. 55, S. 132 (1908). 
5) J. of Physiol. Bd. 32, S. 129 (1905). 
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’ Naheres auszusagen. kK. Hekma!) hat auch auf eine hemmende 
: Wirkung von Glycerin fiir die ,,spontane* Aktivierung von Pan- 
» kreasextrakten aufmerksam gemacht. In der Tat findet man 
‘einen stark hemmenden EinfluB dieses Alkohols, und noch 
' ausgepragter von Athylenglykol, auf die Aktivierungsleistung 
der Enterokinasc, wihrend z. B. Mannit oder einfacher Athyl- 
alkohol ohne Wirkung bleibt. Dabei ist zu beachten, daB 
‘sich diese Erscheinung nur dann bemerken la8t, wenn der 
a Alkohol zeitlich vor der Enterokinase oder aber gemischt mit 
i dieser zur Kinwirkung gelangt; es handelt sich also um eine 
'ausgesprochene Beeintrichtigung der Kinasewirkung selbst, 
/ wibrend die Gegenwart des Alkohols nach erfolgter Akti- 
' vierung, also fiir die Wirkung des Trypsins, ohne KinfluB ge- 
'funden wird. Mit steigender Konzentration z. B. an Glycerin 
/nimmt die Hemmung zu. 

3 Versuch 1. 0,062 g der Pankreasprobe X bewirkten unter den 
" iblichen Bedingungen der Bestimmung (vgl. Kap. I, Abschnitt 3) a) ohne 
' Aktivierang, b) nach Aktivierung mit 0,03 cem Kinaselésung eine Aci- 
» dititszunahme entspr. a) 0,11, b) 0,91 cem 0,2 n-KOH. Man behandelte 
"sie bei 30° a) 30 Minuten mit 0,03 cem des Kinaseauszugs in 1 ccm H,0, 
: darauf ebenso lange mit 1,0 cem 87°/,igem Glycerin, b) 30 Minuten mit 
1,0 eem 87°/,igem Glycerin, darauf ebenso lange mit 0,03 eem Kinase- 
' lésung in 1,0 cem H,O, c¢) 30 Minuten mit einer '/, Stunde zuvor be- 
' reiteten Mischung von 0,03 cem Kinaselésung, 1,0 eem 87°/, iges Glycerin 
und 1,0cem Wasser, d) 30 Minuten mit 1,0 cem 5°/,igem Glycerin, 
 sodann ebenso lange mit 0,03 ecm Kinaselésung in 1,0 eem H,O, e) 30 Mi- 
“nuten mit 1,0 cem 87°/,igem Glycerin, darauf eine gleiche Zeit mit 
0,15 cem vom Aktivator in 1,0 cem H,O, f) 16 Stunden lang mit 1,0 ecm 
87°,igem Glycerin, darauf 30 Minuten mit 0,03 cem Kinase in 1,0 eem 
/H,0 und endlich g) 30 Minuten mit 1,0 ecm Athylenglykol und eben- 
so lange mit 0,03 cem Kinaseauszug in 1,0 cem H,O und bestimmte 
dann die tryptische Wirkung; sie entsprach einer Acidititszunahme 
-von a) 0,90, b) 0,59, ¢) 0,57, d) 0,69, e) 1,08, f) 0,54 und g) 0,34 ccm 
0,2 n-KOH. 

2) Versuch 2, 0,062 g der Pankreasprobe VII bewirkten a) ohne 
é Aktivierung, b) nach '/, stiindiger Aktivierung durch 0,03 ecm des Kinase- 
' auszugs von Versuch 1 Acidititszunahme entspr. a) 0,14, b) 0,96 cem 
' 0,2 n-KOH. Auf diese lieB man bei 30° a) 1,0 eem 10°/,igen Athyl- 
| alkohol wihrend 30 Minuten, sodann eine gleiche Zeit 0,03 cem der 
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4 ') Journ. de Physiol. et Pathol. gén. Bd. 6, S. 25 (1904). 
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Kinaselésung in 1,0 cem H,0, b) 4 Stunden lang 1,0 cem einer 10°), igen 
Lésung von Mannit, darauf 30 Minuten lang 0,03 cem vom Kinaseauszug 
in 1,0cem H,O einwirken; die Bestimmung der tryptischen Wirkung 
ergab dann eine Acidititszunahme von a) 0,92, b) 0,98 cem 0,2 n-KOK. 

Wie aus Versuch 1,e hervorgeht, laBt sich die durch Glycerin 
bewirkte Hemmung mittels einer gréBeren Kinasemenge iiber. 


winden, der erhaltene Wert entspricht dem Héchstwert de 


Driise. Dieser Befund verleiht der Annahme Berechtigung, daj 


die bei Glycerin und Glykol beobachteten Hemmungserschei. 
nungen auf der Bildung von Additionsverbindungen aus Kinase 
und Alkohol beruhen, deren aktivierende Kigenschaft im Ver. 
gleich mit der der Kinase abgeschwicht erscheint; diese Ad. 
ditionsprodukte waren dann als stark dissoziierbar zu denken 
und demnach als abhangig von der Alkoholkonzentratio 
(Versuch 1,d). 


b) EinfluB von Driiseninhaltsstoffen. 


Auf die Bedeutung der von der Driise selbst hervor. 
gebrachten Hemmungsstoffe und auf den EinfluB der Vor. 
geschichte des Enzymmaterials fiir den Gang der Kinaseakti. 
vierung ist bereits im vorhergehenden Abschnitt dieses Kapitels 
hingewiesen worden; sie sollen hier noch durch einige Belege 
veranschaulicht werden, weiteres Beweismaterial findet sich in 
den im III. Kapitel dieser Abhandlung mitgeteilten Versuch: 
ergebnissen. In den nachstehend beschriebenen Fallen handelt 
es sich stets um die Aktivierung von frischem, tryptisch nahe- 
zu inaktivem Driisenpulver verschiedener Herkunft durch das 
namliche Kinasepriparat; sie vollzog sich bei 30° und neutraler 
Reaktion in 30 Minuten; dann maB man die Trypsinwirkung 


Tabelle 9. 


Aktivierung frischer Pankreasdriisen. 
(0,062 g; Kinaseauszug I, mit Wasser auf je 2,0 cem verdiinnt.) 




















Kinase (cem) Probe VIII Probe X Probe XI 
0,00 0 0,11 0,19 
0,02 0,91 0,78 0,78 
0,10 1,10; 1,13 1,12 1,09 
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: Tabelle 10. 

' Gang der Aktivierung frischer Pankreasdriisen. 
q (0.062 g; Kinaseanszug IT, mit Wasser auf je 2,0 cem verdiinnt.) 
; Kinase (com) Probe 1X Probe XII Probe XIV 
0,00 0,09. 0,14 0,19 

4 0,02 0,58 0,46 0,52 

: 0,04 0,81 0,59 0,71 

. 0,06 1,04 0,67 0,90 

q 0,07 1,12 — — 

: 0,08 — 0,78 1,04 

a 0,10 1,10 0,93 1,11 











eve 


a / einer Stunde nach dem iiblichen Verfahren. Die Versuche 
. jsind in die obenstehenden Tabellen 9 und 10 eingeordnet, deren 
| Angaben die Aciditétszunahmen in ccm 0,2 n-Lauge ausdriicken. 


E Abhangigkeit der Aktivierung von der Reaktion. 


Bereits N. P. Schepowalnikow?) hatte beobachtet, daB 
? © die Aktivierung durch Enterokinase auch bei saurer und bei 

 alkalischer Reaktion stattfand und daB sie am raschesten in 
d neutralem Medium verlief; H. M. Vernon?) sowie E. Hekma’) 
fanden seine Angaben bestiatigt. Nach J. Mellanby und 
Tt V. J. Woolley‘) wird die Kinase bei Zimmertemperatur schon 
| durch n/100-Salzsiiure sofort zerstért, wahrend Alkali nur die 
* Aktivierung verzégern soll. In der Tat findet man nach einer 
gleichen, ungeniigenden Einwirkungszeit die Aktivierung neutral 
am héchsten. 


ee ee 






Versuch 1. 0,125 g der Pankreasprobe IV teigte man mit 0,04 ccm 
wiSrig-ammoniakalischem Kinaseauszug, mit Wasser auf 1,0 ccm ver- 
diinnt, und a) 0,50cem n-Acetatpuffer von pa = 5,3 (0,10 cem n-Essig- 
' siure + 0,40 cem n-K-acetat), b) ohne weiteren Zusatz und c) mit 0,50 cem 
a n- Ammoniakpuffer von pu = 8,9 bei 30° (0,17 cem n-NH, + 0,33 eem 
a n-\H,Cl) an und belieB das Gemisch 10 Minuten bei 30°. Nunmehr 
: erfolgte die Messung der tryptischen Wirkung wiihrend 60 Minuten 





') Inaug -Diss. St. Petersburg 1899; refer. in R. Malys Jahres- 
bericht iiber die Fortschritte der Tierchemie Bd. 29, S. 378 (1899). 
*) Jl. of Physiol. Bd. 28, S, 375 (1902). 
*) Jl. de Physiol. et Pathol. gén. Bd. 6, S. 25 (1904). 
*) Jl. of Physiol. Bd. 45, S. 370 (1912/13) und Bd. 47, S, 339 (1913/14). 
Hoppe-Seyler’s Zeitschrift f. physiol. Chemie. CX XXII. 15 
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bei 30° auf 5,0 cem 3°/,iger Gelatine nach Zusatz von a) 2,00 ce 
n-Ammoniakpuffer von pu 8,9 (1,33 cem n-NH,Cl + 0,67 ecm n-NH,), 
b) 2,00 eem n-Ammoniakpuffer von pu 8,9 + 0,50 ccm n-Acetatpuffe; 
von pu 5,3, e) 1,50 cem n- Ammoniakpuffer von pu 8,9 (1,00 cem n. NH,C| 
+ 0,50 cem n-NH,) + 0,50 cem n-Acetatpuffer von pu 5,3; die Aciditiits. 
zunahme betrug a) 1,08, b) 1,20 und ¢) 0,91 cem 0,2 n-KOH. 





Bei lingerer Einwirkungsdauer verschwindet indessen, wie 
die folgende Tabelle 11 zeigt, der Unterschied im Aktivierungs. 
grad in neutralem und saurem Mittel, wahrend bei alkalischer 
Reaktion die Aktivierungsleistung nicht mehr gesteigert wird: 
die Ursache hierfiir ist in der gréBeren Unbestindigkeit des 
aktivierten Enzyms su suchen, das in alkalischer Lésung bei 
Abwesenheit von Substrat rascher Zerstérung unterliegt (siehe 
nachstehenden Versuch 2). Die Anordnung der in Tabelle 1! 
zusammengestellten Versuche entsprach der im Versuch 1 be. 
schriebenen; die angewandte Kinasemenge war zur Hodchst- 
aktivierung der Driise nicht ausreichend, diese war fiir die ge. 
wihlte Enzymmenge durch einen Acidititszuwachs von 1,16 cem 
0,2 n-Lauge ausgedriickt; die Angaben der Tabelle bedeuten 
ebenfalls ccm 0,2 n-KOH. 





Tabelle 11. 
Abhiaingigkeit der Aktivierung vom px. 











(0,062 g der Pankreasprobe VII; 0,03 cem Kinaselésung, mit 1,0 cem H,0 . m 
verdiinnt.) ‘ k: 
Einwirkunyszeit pu der Einwirkung E hi 
Min. 5,3 | 7 | 8,9 
30 0,78 0,99; 0,96 | 0,68 D 
60 1,02 0,98 | 0,69 
90 0,98 | 0,97 | 0,60 





Versuch 2. 0,125 g der Pankreasprobe IV iiberlieh man wechselnde 
Zeiten der Einwirkung von 0,10 ccm Kinaselésung + 0,90 eem H,0O unter 
Zusatz von 1,00 cem n-Ammoniakpuffer von pu = 8,9 (0,67 eem n-NH,C 
+ 0,33 ccm n-NH,) bei 30° und bestimmte dann ihre Wirkung att 
5,0 cem 3 proz. Gelatine in 30 Minuten bei 30°; sie entsprach bei eine? 
Einwirkungsdauer von a) 30, b) 60, c) 120 Minuten einer Aciditits 
zunahme yon a) 1,12, b) 0,85 und ec) 0,72 cem 0,2 n-KOH. 
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Auch die Abhiangigkeit der Aktivierungsgeschwindigkeit 
yom py und das Bestehen einer fiir die Aktivierung optimalen 
Reaktion bilden entgegen der Anschauung mancher Autoren 
kein sicheres Kriterium fiir das Vorliegen eines enzymatischen 
Prozesses; in den Untersuchungen iiber Pankreaslipase?) hat 
sich gezeigt, da eine Reihe von Stoffen gleichzeitig je nach 
der Wasserstoffzahl aktivierend und hemmend wirken kénnen. 


_ Der Befund, daB einer bestimmten Kinasemenge auch bei ver- 
' schiedener Reaktion und ungleicher Aktivierungsgeschwindig- 
2 keit eine gleich groSe, aber unvollstindige Aktivierungsleistung 


zukommt, erbringt vielmehr eine weitere wichtige Stiitze fiir 
die Annahme einer reinen Aktivatorwirkung. 


6. Zur Spezifitit der Kinasewirkung. 


Nach N. P. Schepowalnikow?) soll die Enterokinase auch 
aktivierende Wirkung auf das amylolytische und das lipatische 


' Enzym der Pankreasdriise besitzen; in spiteren Untersuchungen 


des Pawlowschen Laboratoriums*) konnte eine solche indessen 


- nicht regelmaBig beobachtet werden; J. Hamburger und 


E. Hekma’) bestritten sie tiberhaupt. E. Pozerski®) fand den Ak- 
tivator der Pankreasamylase im Darmsaft im Gegensatz zur Entero- 
kinase kochbestiindig und unterschied ihn deshalb von dieser. 

In den Versuchen mit Pankreasamylase, die nachstehend 
mitgeteilt werden, hat sich eine aktivierende Wirkung von stark 
kinasehaltigem, wiBrigem Extrakt der getrockneten Darmschleim- 
haut nicht gezeigt, auch nicht bei Abwesenheit von Chlorid.*®) 





) R. Willstitter, E.Waldschmidt-Leitz und Fr. Memmen, 
Diese Zs. Bd. 125, S. 93 und zwar S. 97 (1922/23). 

*) Inaug.-Diss. St. Petersburg 1899; refer. in R. Malys Jahres- 
bericht iiber die Fortschritte der Tierchemie Bd. 29, S. 378 (1899). 

*) J.P. Pawlow, Die Arbeit der Verdauungsdriisen, Wiesbaden 1900. 

*) Jl. de Physiol. et Pathol. gén. Bd. 4, S. 805 (1902). 

5) C. R. Soe. Biol. Bd. 54, S. 965 (1902). 

*) Hingegen hat sich bei vergleichenden Bestimmungen, die Herr 
A. R. F. Hesse im hiesigen Laboratorium ausgefihrt hat, bei der Priifung 
eines ammoniakalischen Auszugs der rohen Schleimhaut, auch in Gegen- 
wart einer optimalen Menge NaCl, im alkalischen Gebiet eine deutliche 
Steigerung der Amylasewirkung ergeben, vielleicht infolge eines geringen 
Gehalts an Gallensalz. 


15* 
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Die Messung der Amylasewirkung erfolgte nach dem yoy 
R. Willstatter, E. Waldschmidt-Leitz und A.R. HF. Hesse) 
beschriebenen Verfahren mittels Hypojodit. 

Versuch 1. 2,0 g der Pankreasprobe 1X, die tryptisch nahezy 
wirkungslos befunden war, extrahierte man durch '/,stiindiges Digerierey 
mit 32 ecm 0,01 n Ammoniaklésung und Filtration. 0,004 eem de 
Filtrats, sogleich gepriift, bildeten bei der Einwirkung auf 0,25 ¢ Stirke 
bei pu = 8,0 (eingestellt durch 10 cem n/5-Phosphatpuffer) und 37° jp 
30 Minuten unter Zusatz von 1cem n/5-NaCl und a) 0,00, b) 0,01, 
¢e) 0,10 cem ammoniakalischem Kinaseauszug reduzierenden Zucker entgpr, 
a) 53,8, b) 54,2 und e) 56,6 mg Maltose. 

Versuch 2. 0,004 ecm eines Glycerinauszugs der Pankreasprobe II] 
bildeten unter den Bestimmungsbedingungen des Versuchs 1, und zwar 
bei Zusatz von a) 1cem H,O, b) 1eem H,0O + 0,10cem Kinaselésung 
¢) 1eem n/5-NaCl und d) 1 cem n/5-NaCl + 0,10 cem Kinase in 30 Min. 
reduzierenden Zucker entspr. a) 6,6, b) 8,9, ¢) 56,4 und d) 56,3 mg 
Maltose. 

In Versuchen mit Pankreaslipase von tryptisch unwirk. 
samem, frischem Driisenmaterial, die Herr Dr. Fr. Memmen 
im Laboratorium des Herrn Geh.-Rat Prof. Dr. R. Willstatter 
hierselbst ausgefiihrt hat, erwies sich unter Bedingungen aus 
gleichender Aktivierung auch fiir dieses Enzym die Gegenwart 
der Enterokinase als belanglos; die Angaben der Literatur 
tiber die Aktivierung der Lipase durch den Darmsaft diirfter 
auf dessen Gehalt an Proteinsubstanz zuriickzufiihren sein.’ 


III. Uber die Bildung der Kinase in der Pankreasdriise. 


DaB die lebende Pankreasdriise kein wirksames Trypsin 
enthielt und daB sich in der ausgeschnittenen Driisensubstanz 
bei der Aufbewahrung oder unter dem EinfluB von Saure ak- 
tives Enzym bildete, war durch die Untersuchungen von 
R. Heidenhain’) erwiesen; die Richtigkeit seiner Angaben ist 
allerdings von W. M. Baylif und E. H. Starling‘) bestritten 
worden. Man hat diese Erscheinung wie auch die bei Enzyn- 





1) Diese Zs. Bd. 126, S. 143 und zwar S. 155 (1922/23). 

2) Vgl. dazu R. Willstitter, E. Waldschmidt-Leitz und 
Fr. Memmen, Diese Zs. Bd. 125, S 93 und zwar 8. 106 (1922/23). 

8) Pfliigers Arch. Bd. 10, S. 557 (1875). 

*) Jl. of Physiol. Bd. 30, S, 61 (i904). 
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: » lésungen vielfach beobachtete ,spontane“ Aktivierung von der 
' Wirkung der Enterokinase unterschieden und sie nie mit ihr 


a  yerglichen. Das Handbuch von C. Oppenheimer!) bemerkt 


; hierzu: ,,.-. Diese Angaben haben heute nach der Entdeckung 
_ der Enterokinase nur noch historisches Interesse. Sie beruhen 


7 sicher zum allergréBten Teil auf Bakterienwirkung.“ Vereinzelt 


> steht die von J.Mellanby und V.J. Woolley?) anliBlich 
| der Erklarung der Kalksalzwirkung ausgesprochene Annahme, 
a daB das Pankreassekret immer Enterokinase enthalte. 


4 Vergleichende Versuche tiber die bei der Autolyse frischer, 


' roher Driisensubstanz eintretenden Veriinderungen erbrachten 
" eine Bestiitigung der alten Angaben Heidenhains: Drisen, 
‘ die unmittelbar nach der Schlachtung der Tiere mittels des in 
| der zweiten Abhandlung iiber Pankreasenzyme*) beschriebenen 
Verfahrens entfettet und getrocknet waren, fand man tryptisch 
' vollig oder nahezu unwirksam und ‘stark aktivierbar durch 
Kinase; wurden die Driisen jedoch sich selbst iiberlassen, so 
trat schon nach wenigen Stunden deutliche Aktivitit auf, die 
' sich im Laufe der Aufbewahrung mehr und mehr steigerte, 
um nach etwa 2—3 Tagen einen Héchstwert zu erreichen; 
dabei nahm die Aktivierbarkeit durch Kinase stiindig ab und 
verschwand schlieBlich ganz. Gleichzeitig damit ging auch der 
erreichbare Héchstwert der tryptischen Aktivitét bestindig 
zuriick; auch nahm die Driisensubstanz bei lingerer Auf- 
bewahrung eine schleimige, die Trocknung erschwerende Be- 
schaffenheit an, so daB die Versuche nur bis zu dreitigiger 
Autolyse ausgedehnt werden konnten. Die Versuchsanordnung 
war kurz folgende: 2,40 kg ganz frische, von Fett und Binde- 
gewebe befreite Driisen vom Schwein zerkleinerte man in der 
Fleischhackmaschine bis zu breiiger Konsistenz, vermischte sie 


- 


é mit etwas Thymolwasser und trocknete dann von dem bei 
_ Zimmertemperatur aufbewahrten Driisenbrei nach Ablauf ver- 


a3 


5 schiedener Zeiten Portionen von 0,30 kg mittels Aceton und 


—_— 





') Die Fermente, 4. Aufl., Bd. 1, S. 456 (1913). 


= *) Jl. of Physiol. Bd. 46, S. 159 (1913). 


*) R. Willstitter und E. Waldschmidt-Leitz, Diese Zs. Bd. 125, 
| 8.132 und zwar S. 150 (1922/23). 
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Ather. Von dem getrockneten und feingepulverten Material 4 
verwandte man je 0,062g zur Analyse nach }/, stiindiger Be. a 
handlung mit 2,0 ccm Wasser bzw. wechselnden Mengen Kinase. E J 
lésung; die Resultate sind nachstehend tabellarisch zusammen. FF — 


gestellt. 
Tabelle 12. é 
Aktivierung bei der Autolyse roher Driisen (Probe XV) i Ti 














(Angaben in cem 0,2 n-KOH.) a : 
a | 

Dauer der Aktivitit mit Kinase (cem) a 
Auf bewahrung  g 
Stdn. 0,00 | 0,03 | 1,00 tk 
0 0,04 0,85 | 1,06 B 
3 0,22 0,85 | 1,04 i ir 
6 0,30 0,85 | 0,98 rw 

9 0,43 0,92 | 0,98 & 
24 0,52 0,74 | 0,84 F 

33 0,60 0,75 0,83 a 
50 0,73 0,72 0,80 - * 
72 0,75 | 0,76 | 0,75 iy 
ed fi 
So zeigte auch ein gréBeres Sammelpriparat, die Pankreas- \ 
probe III der 2. Abhandlung?), bei deren Gewinnung bereits F [ 
autolytische Prozesse eingetreten waren”), keine Aktivierbarkett Fy 
durch Kinase mehr. ay 
Versuch 1. 0,125 g der Pankreasprobe III behandelte man wiihrend k 


30 Minuten bei 30° mit a) 2,0 cem Wasser, b) 1,95 cem H,O + 0,05 cem . v 
Kinaseauszug, ¢) 1,90eem H,0 + 0,10eem Kinase, d) 1,80cem H,0 BF 
+ 0,20cem Kinase und ma8 dann die tryptische Wirkung unter den F 
iiblichen Bedingungen; sie entsprach einem Acidititszuwachs von a) 1,18, 
b) 1,21, c) 1,17 und d) 1,20 cem 0,2 n-KOH. 

Desgleichen fand man einige Trypsinpriparate des Handel 
nicht mehr oder nur noch wenig aktivierbar durch Enterokinase. 

Die tryptische Aktivitat dieser gereinigten Enzympriiparate 
der Technik war verhiltnismaBig gering und sie erreichte nicht 
einmal die der nach unserem Verfahren dargestellten frisch 


) Diese Zs. Bd, 125, S. 182 und zwar S. 151 (1922/23). 
*?) Vgl. die 2. Abhandlung, und zwar S. 156/57. 
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Tabelle 13. 
Aktivierbarkeit kiufl. Trypsinpraparate. 





Pay Meee aaa 




















1ase (Je 0,062 g; Kinase verdiinnt auf 2,0 cem; Angaben in cem 2,0 n-KOH. 
men- — 
7 Aktivitiit mit Kinase (ccm) i 
Priiparat . 
0,00 | 0,20 | 1,00 
Bs - ~ ~ ee meee - — = | rr Socnanneenanan a enn 
XV) | Trypsin-Merck . . .. - 0,68 0,69 0,73 eae 
g Pankreatin absol.-Merck . . 0,56 0,76 0,78 tf 
- | Orthozym-Réhm u. Haas’) . 0,77 0,80 0,81 | 









. getrockneten Driisenpulver. Fir die Bereitung hochwertiger 
' technischer Pankreatinpraparate dirfte es sich empfehlen, die 
\ Driisensubstanz unter tunlichster Schonung des Enzyms in ganz 
 frischem Zustand zu trocknen; sie wire dann vor der Ver- 
wendung mit etwas Kinasematerial zu aktivieren. 

Dieselben Erscheinungen der Bildung von Aktivator aus 
der Driisensubstanz und der allmihlichen Abnahme der ge- 
samten tryptischen Aktivitiit beobachtet man, wie bei der Auto- 
lyse der rohen Driise, so in gleicher Weise auch, wenn man 
frisch getrocknetes Material langere Zeit der Einwirkung des 
Wassers oder wiBriger Reagenzien iiberlift. Die letztere 
Untersuchungsweise hat zudem den Vorteil, daB sie erlaubt, | 
mit einem fiir die Bestimmung der tryptischen Wirkung ohne ie 
' weiteres verwertbaren Ausgangsmaterial von gleichmaBigen as 
Kigenschaften zu operieren und die Versuchsbedingungen in : at 
weiteren Grenzen zu variieren, Hs seien hier 3 Versuchsreihen i 











eas. 
‘elts 
keit 







rend 
een 












H,0 mitgeteilt, die die Einwirkung von Wasser, von verdiinnter 

pn Siure sowie von verdiinnter Kinaselésung in verschiedenen 

Zeiten veranschaulichen; die Versuchsansiitze der beiden ersten 

‘ek Reihen (Tab. 14) priiite man nach Ablauf der Versuchszeit ' 
a sowohl hinsichtlich eingetretener Aktivatorbildung wie hin- ii 
vn sichtlich ihrer Aktivierbarkeit durch gleiche Kinasemengen. 4 
i Die Resultate sind in den folgenden beiden Tabellen an- ? “ 
* gefiihrt, deren Angaben ccm 0,2 n-Lauge entsprechen. i 









*) Das Priiparat verdankte man der Freundlichkeit des Herrn oe 
Dr. Ch. Hollander in der Réhm u. Haas Co., Bristol, Penna (U.S. A.). | by 
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Tabelle 14. 


(Probe VII[). 
(0,062 g, mit auf 2,0cem verdiinntem Reagens angeteigt; 30°) 








Behandlungs- 
dauer 


Thymolwasser (2,0 cem) 








Stdn. | Obne Kin. | 0,02 | 0,30 cem Kin 
0 0,00 0,85 1,12 
2 0,06 0,82 wa 
4 0,31 0,81 “ 
8 0,36 0,77 — 

16 0,38 0,74 _ 
24 0,36 0,68 0,77 
82 0,39 0,62 — 
40 0,44 0,60 _ 
48 0,46 0,58 0,65 
72 0,51 0,58 ‘ae 
96 0,50 0,50 7“ 














Tabelle 15. 


Kinwirkung von Kinase auf Trockenpankreas (Probe VIII) 
(0,062 g, mit 0,02 eem Kinase + 2,0 ecm Thymolwasser angeteigt; 30°) 


camel 


n/50-Essigsdure (1,0 ccm) 


0,00 
0,27 
0,32 
0,38 
0,47 
0,52 


0,60 











0,85 
0,83 
0,85 
0,83 
0,84 
0,77 


Ohne Kin. |0,02 eem Kin. 


Behandlungs- Asie 
cals Trypsinwirkung 
ccm 0,2 n-KOH 

Stdn. 

0 0,85 

2 0,85 

4 0,78 

16 0 74 

24 0,69 

96 0,64 





Der Vergleich der nach Wasser-, bzw. Saureeinwirkung 
erhaltenen Ergebnisse der Tabelle 14 zeigt eine Beschleunigung 
der Bildung von Aktivator bei saurer Reaktion; der Befund 
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steht im Kinklang mit den Angaben von R. Heidenhain?) 
iiber die Aktivierung von Pankreasextrakten durch verdiinnte 
Siure; auch ist im sauren Mittel die allmihliche Abnahme der 
Driisenaktivitat weniger ausgeprigt als bei der Einwirkung von 
Wasser. Hingegen erscheint bei alkalischer Reaktion die Akti- 
vatorbildung verlangsamt neben stirkerer EKinbuBbe an Gesamt- 
aktivitat: so entsprach im vorliegenden Beispiel nach 24 stiin- 
diger Einwirkung von 2,0ccm n/100-Ammoniak (unter Zusatz 
yon Thymol) die tryptische Wirkung mit a) 0,00 und b) 0,02 ccm 
yom Kinaseauszug nur 0,29 bzw. 0,45 ccm 0,2 n-Lauge, wahrend 
sie nach Tabelle 14 nach Wasser- bzw. Siurebehandlung 0,36 
und 0,68, baw. 0,52 und 0,77 ccm betragen hatte. 

Die Bildung von Aktivator erfolgt also am raschesten bei 
saurer und sie ist am geringsten bei alkalischer Reaktion. 
Fir den verschieden starken Riickgang der Gesamtaktivitit 
kénnte wohl eine ungleiche Bestindigkeit des aktivierten 
Enzyms verantwortlich sein, zumal ein solcher Riickgang nach 
den Werten der 'labelle 15 in neutralem Medium nach Akti- 
vierung mit Kinase in ahnlichem Ausma8e erfolgt. Allein 
diese Erscheinung ist nur zum Teil fiir die beobachtete Aktivi- 
titsabnahme verantwortlich zu machen. Neben der Entstehung 
von Aktivator geht nimlich bei der Autolyse der Driise die 
Bildung von Stoffen einher, die, etwa durch Addition an die 
Kinase &hnlich dem Glycerin oder dem Glykol, deren Wirkung 
zu beeintrachtigen vermégen; auf ihr Auftreten wurde schon 
in Kap. II, Abschnitt 4b dieser Abhandlung hingewiesen. Im 
vorliegenden Falle 1iBt sich ihre Existenz, wie aus nachstehen- 
dem Versuche ersichtlich, experimentell dadurch belegen, dab 
sie auch die Aktivierung frischen, unbehandelten Enzyms durch 
Enterokinase zu hemmen befahigt sind. 


Versuch 2. 0,062 g der Pankreasprobe X gaben ohne vorherige 
Wasserbehandlung mit a) 0,00, b) 0,02 cem Kinaselésung Acidititszunahme 
entspr. a) 0,11, b) 0,78 cem 0,2 n-KOH; dieselbe Driisenmenge bewirkte 
nach 96- und 144 stiin \iger Einwirkung von 2,0 com Thymolwasser bei 
30° einen Acidititszuwachs von a) 0,30 und b) 0,31, bzw. von a) 0,21 
und b) 0,19 eem 0,2 n-KOH. 


1) Pfligers Arch. Bd. 10, S. 557 und gwar S. 581 (1875); vgl. dazu 
E.Hekma, Jl. de Physiol. et Pathol. gén. Bd. 6, S. 25 (1904). 
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0,062 g dieser Probe behandelte man wechselnde Zeiten bei 30° 
mit 2,0ccm Thymolwasser; dann fiigte man weitere 0,062 g derselben 
Probe, darauf nach 30 Minuten 0,02 cem vom Kinaseauszug hinzu und 
ma8 nach einer weiteren halben Stunde die tryptische Wirkung deg 
ganzen Ansatzes; sie entsprach nach einer Wasserbehandlung von 
a) 72, b) 96, c) 120 und d) 144 Stunden einer Aciditiitszunahme von 
a) 0,97, b) 0,82, c) 0,64 und d) 0,30 cem 0,2 n-KOH. 

Die Bildung der Hemmungsstofte nimmt, wie der Versuch 
erweist, bei lingerer Autolyse stindig zu; nach 6 Tagen ist 
ihre Menge bereits so betrichtlich, daB sie die Aktivierung 
auch von frischem Enzym durch eine mafige Kinasemenge 
fast véllig zu verhindern vermag. 


IV, Bestimmung und Eigenschaften der Enterokinase. 
1. Zur Bestimmung der Kinase. 


EKiner Messung der Kinasewirkung zum Zwecke der quan- 
titativen Bestimmung und Verfolgung des Aktivators zum Bei- 
spiel bei seiner praparativen Reinigung sollten Pankreastrocken- 
praparate zugrunde liegen, die man aus moéglichst frischen Driisen 
gewonnen hat und die an sich ganz oder doch nahezu tryptisch 
unwirksam befunden wurden, einmal wegen des gréBeren Aus- 
schlages, den eine bestimmte kleine Kinasemenge bedingt, 
sodann wegen des geringeren Gehalts an Hemmungsstoffen; 
wiBrige Lésungen des Trypsins sind infolge ihrer groBen Ver- 
ainderlichkeit nicht geeignet, die Driisenpriparate sind vielmehr 
tunlichst vor Feuchtigkeit geschiitzt aufzubewahren, da sie sonst 
schon bei der Lagerung Veriinderungen im Sinne der Bildung 
von Aktivator oder Hemmungskérpern unterliegen. 

Ein weiteres Erfordernis einer allgemein brauchbaren Be- 
stimmungsmethode bildet die Ausschaltung der auch in frisch 
getrocknetem Driisenmaterial stets in wechselnder Menge ent- 
haltenen Hemmungsstoffe, die der Aktivierung entgegenwirken. 
So versuchte man durch Kinfiihrung einer _,,ausgleichenden 
Hemmung“ mittels Zugabe gréBerer Mengen von Glycerin oder 
Glykol die Unterschiede im Gang der Aktivierung bei ver- 
schiedenen Driisenproben zu iiberwinden; allein dieses Ver- 
fahren fiihrte nicht zu dem gewiinschten Ergebnis: die Unter- 
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schiede in der Aktivierungsleistung gleicher Kinasemengen 
wurden durch den Alkohol meist sogar betrichtlich verstirkt. 
Die Resultate dieser Versuche finden sich in den beiden fol- 
genden Tabellen 16 und 17; die Angaben der Tabelle 16 be- 
schreiben zum Vergleich die Aktivierung durch Kinase allein, 
sie sind der Tabelle 10 (Kap. II, Abschnitt 4b) entnommen; 
die Versuche der Tabelle 17 waren so ausgefiihrt, dab man 
die Driise zunichst mit je 1,0 ccm des Alkohols (87°/, igem 
Glycerin bzw. reinem Athylenglykol) 1/, Stunde bei 30° anteigte, 
sodann die Kinaselésung zufiigte und nach weiteren 30 Minuten 
die Trypsinwirkung maB. 


Tabelle 16. 


Aktivierung ohne Hemmung. 
(0,062 g Driise; Angaben in cem 0,2 n-KOH). 

















Kinaseldsung | probe IX | Probe XIV | Probe XII 

(eem) 

0,00 | 0,09 | 0,19 0,14 
0,02 0,58 0,52 0,46 
0,04 0,81 0,71 | 0,59 
0,06 | 104 | 090 | 0,67 
0,08 | ae | 1,04 0,78 
0,10 | 1,10 1,11 0,93 








Tabelle 17. 
Aktivierung unter Hemmung. 
(0,062 g Driise; Angaben in cem 0,2 n-KOH.) 











Kinaselsg.| Glycerinzusatz bei Probe Glykolzusatz bei Probe 
set x | xiv | xm | ix | xiv | Xi 
0,05 0,81 0,60 | 0,46 — _ — 
0,10 1,02 0,89 0,55 0,21 0,24 0,18 
0,15 1,12 1,13 0,67 woe ae on 
0,20 1,10 i | 6 0,40 0,36 | 0,16 
0,25 1,13 1,12 0,85 — sis oes 
0,30 oe si 8 0,49 0,49 0,19 
0,50 on bis sn 0,55 0,54 0,20 




















Diese Zusiitze sind also fiir eine Methode ausgleichender 
Hemmung nicht geeignet; vielleicht greifen die Alkohole und 
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die natiirlichen Hemmungskérper an verschiedenen Stellen des 
Kinasemolekiils an und verstirken sich so in ihrer Wirkung, 
auch kénnte sich die Wirkung der Driisenstoffe auf die aktive 
Gruppe des Trypsins selbst beziehen. In der Fortsetzung 
dieser Arbeit soll der Versuch unternommen werden, mittels 
eines Uberschusses an natiirlichen Hemmungsstoffen eine aus- 
gleichende Hemmung zu erreichen. Fiir die nachstehend ge. 
gebene Beschreibung der Kinase und ihres Verhaltens bei der 
Reinigung wurde eine vorliufige Bestimmungsweise angewanit, 
der die Aktivierung von 0,062 g der Pankreasprobe XIV zu- 
grunde gelegt ist. 

Als Einheit der Kinasemenge — _ ,,Kinase-EHinheit 
(K.-E.)* — war das 1000 fache derjenigen Aktivatormenge ge- 
wahlt, die 0,062 g der Pankreasprobe XIV in }/, stiindiger 
Einwirkung bei 30° eine tryptische Wirkung entsprechend 
einer Acidititszunahme von 0,90 ccm 0,2 n-Lauge erteilte; 
"/,009 dieser Menge, also 0,001 K.-E., wird durch die Bezeichnung 
»k. e. ausgedriickt. 

Diese Definition der Kinase-Einheit hat einen provisorischen 
Charakter und sie soll hier nur unter dem Vorbehaite einer 
spaiteren Ausdehnung und Verallgemeinerung gegeben werden; 
sie dient nur als vorliufiger MaBstab fiir das priparative Ver- 
halten des Aktivators. 

Die beigefiigte Figur veranschaulicht die Beziehungen 
zwischen Kinasemenge und tryptischer Wirkung fiir den vor- 
liegenden Fall. 


Kinasemenge und tryptische Wirkung 
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des Als vorlaufges MaB der Aktivatorkonzentration eines 
ng, Praparates diente der , Kinase-Wert (K.-W.)*1), der bestimmt 
ive # jist durch die Zahl der Kinase-Kinheiten in 1 g des Priparates. 
ing Beispiel. 0.05 cem eines ammoniakalischen Kinaseauszugs, mit 
els 2,09cem H,O verdiinnt, erteilten 0,062 g der Pankreasprobe XIV in 
oa, 30 Minuten bei 30° eine tryptische Wirkung?) eutsprechend einem Aci- 

| dititszuwachs von 0,80 cem 0,2 n- KOH; dies ent+pricht nach der Figur 
oe einem Gehalte der Analysenprobe von 0,00083 K. E. oder 0,83 k. e. 
der : 10,00 cem des Auszugs, enthaltend 0,166 K. E., hinterlieBen nach 
dt, fe dem Eindampfen auf dem Wasserbad 0,0970 g Trockenriickstand; hieraus 
zu berechnet sich der Kinase-Wert des Auszugs K. W. = 1,71. 

2. Uber die Bestindigkeit der Enterokinase. 

et N. P. Schepowalnikow’) hat bereits beobachtet, daB der 
Be Darmsaft beim Erhitzen seine aktivierende Eigenschaft ein- 
oe H® biBte. Seine Angaben sind von vielen spiteren Autoren‘), 
: auch bei Darmwandextrakten, bestiitigt worden; nur H. Bierry 
-” 


und V. Henri ) geben an, daB ein wihrend 20 Minuten auf 
ne 120° erwirmtes Kinasepraiparat noch Aktivitat besessen habe. 
Nach H. M. Vernon®) ist die Kinase eines wibrig-glycerinigen 











™ Auszugs der Darmschleimhaut monatelang unverandert haltbar; 
~ auch durch 4°/, ige Sodalésung soll sie in 1 Stunde nicht be- | 
"ty @ cintrichtigt werden, wihrend n/100-Salzsiure zufolge J. Mel- P 
=i lanby und V.J. Woolley”) schon bei gewéhnlicher Tempe- V4 
ratur ihre Wirksamkeit sofort vernichtet. 1 
a E 1) Die Nomenklatur ist von der Enzymchemie itibernommen (vgl. 
R. Willstatter und E. Waldschmidt-Leitz, Diese Zs. Bd. 125, 8S. 132 
und zwar 8. 141 [1922/23]; R. Willstatter und R. Kuhn, Chem. Ber. , oe 
Bd. 56, S. 509 [1922/23]); sie laBt sich natiirlich auch auf die Messung “a 


anderer unbekannter Naturstoffe tibertragen. 

2) Uber die Ausfiihrung der Bestimmung siehe Kap. I, Abschnitt 3 
dieser Abhandlung. 

) Inaug.-Diss. St. Petersburg 1899; refer. in R. Malys Jahres- 
bericht tiber die Fortschritte der Tierchemie Bd. 29, S. 378 (1899). 

‘) Z. B. J. Hamburger und E. Hekma, Journ. de Physiol. et 
Pathol. gén. Bd. 4, S. 805 (1902); W.M. BayliB und E. H. Starling, 
J. of Physiol, Bd. 30, 8.61 (1904); J. Mellanby und V.J. Woolley, ebenda 
Bd. 47, S. 839 (1913/14). 

5) C. R. Soe. Biol. Bd. 54, S. 667 (1902). 

8) J. of Physiol. Bd. 28, S. 375 (1902). 

) le. 4. 
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Eine Versuchsreihe, die man zur Priifung der Bestindigkeit 
der Kinase bei verschiedener Reaktion mit einem wiBrigen Roh. 
extrakt anstellte, ergab eine verhiltnismiBig groBe Haltbarkeit 
des Kérpers in diesem Zustand. Wie die Zahlen der nach. 
stehenden Tabelle 18 zeigen, wird die Aktivitit des Auszugs 
noch nach 8tagiger Aufbewahrung bei neutraler Reaktion 
und bei 30° unveriindert gefunden; in 0,1 n-ammoniakalischey 
und -essigsaurer Lésung ist die Haltbarkeit begrenzter: wihrend 
man nach 16 Stunden (bei 30°) noch keine Abnahme beobachtet, 
ist diese nach 3 Tagen schon merklich im sauren und betricht- 
lich im alkalischen Medium. Zu den Versuchen verdiinnte 
man je 4,50 ccm eines mit verdiinnter Essigsiiure gegen Lackmus 
neutralisierten ammoniakalischen Rohauszugs mit a) 0,50 ccm 
H,O, b) 0,50 cem n-NH, und c) 0,50 com n-CH,COOH; die 
Aktivitit der mit Toluol iiberschichteten Proben bestimmte 
man sofort und nach wechselnder Aufbewahrungszeit mit je 
0,03 ccm; die Angaben der Tabelle bedeuten die gemessene 
Acidititszunahme in cem 0,2 n-Lauge. 


Tabelle 18. 
Haltbarkeit der Kinase im Rohextrakt bei 30°. 
(Geprift mit 0,062 g der Pankreasprobe IX). 




















ahrungs- | 
Authowshenngs | Reaktion der Lésung 

zelt | 

Stdn. | neutral | n/10-ammoniak. | n/10-essigsauer 
0 0,78 0,70 | 0,72 
16 0,70 | 0,69 0,69 
72 0,74 | 0,42 0,58 

192 0,73 | 0,36 0,62 





In gereinigter Lésung wird die geringe Bestindigkeit der 
Kinase in alkalischem Medium noch deutlicher; dies geht aus 
dem nachstehend angefiihrten Versuche 1 mit einer alkalischen 
Elution aus Tonerdeadsorbat hervor. Als gutes Stabilisierungs- 
mittel erweist sich der Zusatz von Glycerin. 


Versuch 1. 10,0 cem einer Elution aus Tonerdeadsorbat mittels 
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1°/, igen 2°/, basischen Ammonphosphats') wurden a) mit 4,0 com Wasser, 
pb) mit 4,0 cem 87°/,igem Glycerin versetzt. 
a) 0,10 cem der Mischung, sofort und nach 16 stiindiger Auf- 


_ bewahrung (bei 20°) bestimmt, erteilten 0,062 g der Pankreasprobe XIV 


in 1/, stiindiger Kinwirkung tryptische Wirkung entsprechend einer Aci- 
dititszunahme von 0,56 bzw. 0,25 eem 0,2 n-KOH und einem Gehalt 
der Analysenprobe von 0,40 bzw. 0,06 k. e. 

b) 0,10 cem der Mischung wurden sofort und nach wechselnder 


| Aufbewahrungsdauer (bei 20°) durch ihre Wirkung auf 0,062 g der 


Driisenprobe XIV bestimmt; die tryptische Wirkung entsprach dann 


‘nach O-, 4- und 28stiindiger Aufbewahrung einem Acidititszuwachs 


yon 0,54, baw. 0,52, bzw. 0,40 cem 0,2 n-KOH, entsprechend einem Ge- 
halte der Analysenprobe von 0,38, bzw. 0,33, bzw. 0,21 k. e. 


Durch Fischblasenmembran dialysiert die Enterokinase 


' nicht, wenigstens nicht aus den Rohextrakten; man findet nach 
'$tigiger Dialyse gegen destilliertes Wasser noch die ganze 


urspriinglich vorhandene Menge des Aktivators in den Dialysier- 
schliuchen, wihrend das Dialysat sich als unwirksam erweist. 


Versuch 2. 0,02 cem eines wi8rig-ammoniakalischen Kinaseauszugs 


| erteilten 0,062 g der Pankreasprobe XIV in '/, Stunde tryptische Wirkung 


entsprechend einer Aciditétszunahme von 0,50 ecm 0,2 n-KOH und einem 


' Gehalt der Analysenprobe von 0,31 k. e. 


50 cem dieses Auszugs mit 775k. e. dialysierte man 8 Tage unter 


_ Toluol in einer Fischblase gegen destilliertes Wasser; sein Volumen 
| betrug dann 76, das der AuBenfliissigkeit 450 ccm. 


0,05 cem vom dialysierten Auszug erteilten 0,062 g der Driisen- 


: probe XIV in 4/, Stunde tryptische Wirkung entsprechend einer Aciditits- 


zunahme von 0,62 ecem 0,2 n-KOH; die Analysenprobe enthielt also 0,52 
und die gesamte Lésung 790 k. e. 

1,00 eem des Dialysats erteilte 0,062 g der Driisenprobe XIV in 
30 Minuten tryptische Wirkung entsprechend einem Acidititszuwachs 
von 0,15 eem 0,2 n-KOH; Kinase war also nicht nachweisbar. 


Durch Kochen wird das Aktivierungsvermégen aufgehoben, 


') R. Willstitter und E. Waldschmidt-Leitz: Die in der 2. Ab- 
handlung (Diese Zs. Bd. 125, S. 132 und zwar S. 170 [1922/23]) angegebene 
Zisammensetzung eines 2'/, basischen Ammonphosphats fiir das Reagens 
beruhte auf einem Irrtum; sie entspricht vielmehr der Formel 2(NH,),PQ, : 
3(NH,),HPO, oder einem 2?/, basischen Phosphat. In diesem Sinne 
sind auch die entsprechenden Angaben auf S8. 170, S. 171, S. 182 und 
8. 189 jener Abhandlung und auf S. 164 und S. 166 der 3. Abhandlung 
iiber Pankreasenzyme (Diese Zs. Bd. 126, S. 143 [1922/23]) zu verbessern. 
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sowohl in roher wie in gereinigter Lisung; es lieB sich indesgey 
noch nicht mit Sicherheit entscheiden, ob dieses Verhalten der 
Kinase als solcher eigentiimlich ist oder ob es, etwa infolge 
Adsorption an koagulierte Proteinsubstanz, durch die Anwesep. 
heit von Begleitstoffen vorgetiuscht wird. 


Versuch 3. 5,0 cem des mit verdiinnter Essigsiure eben neutra. 
lisierten Kinaseauszugs von Versuch 2, enthaltend 77,5 k.e., erhitzte 
man wahrend 5 Minuten im siedenden Wasserbad; dabei trat bei etwg 
70° eine geringe, kaum wahrnehmbare Triibung ein. 0,05 cem der ab. 
gekiihlten Fliissigkeit erteilten dann 0,062 g¢ der Pankreasprobe X1V 
in '/, Stunde tryptische Wirkung entspr. 0,24 cem 0,2 n-KOH und 
0,04 k.e.; der gesamte Gehalt an wirksamem Aktivator betrug also 
noch 4,0 k. e- 

Versuch 4, 0,10 cem einer mittels 2?/, basischen Ammonphosphats 
erhaltenen Elution aus Uranylacetatfillung erteilten 0,062 g der Driisen- 
probe XIV tryptische Wirkung entspr. einer Aciditiitszunahme von 
0,60 cem 0,2 n-KOH und einem Gehalte von 0,48 k. e. 

5,0 ccm der mit verdiinnter Essigsiure gegen Lackmus neutrali- 
sierten Liésung mit 24 k.e. belie’ man 1 Minute lang im siedenden 
Wasserbad, wobei sie eine geringe Opaleszenz annahm; 0,50 cem der 
abgekiihlten Fiiissigkeit erteilten dann 0,062 g der Pankreasprobe XIV 
tryptische Wirkung entspr. einem Acidititszuwachs von 0,17 cem 
0,2 n-KOH; eine Aktivierung war also nicht mehr nachweisbar. 


3. Vorliufiges Verfahren der Reinigung. 


Die Angaben der Literatur iiber das priparative Verhalten 
der Enterokinase sind spirlich und nicht ohne Widerspruch; 
sie beziehen sich alle nur auf Reaktionen von Rohextraktes, 
eine weitergehende Reinigung des Kérpers hat man noch nicht 
versucht. H. Stassano und F. Billon?) gaben an, dab die 
Kinase aus ihren Ausziigen durch verdiinnte Siuren nieder- 
geschlagen werde und mit Alkali wieder in Lisung gehe, und 
schrieben ihr danach nucleoproteidihnliche Eigenschaften zu. 
Ihre Befunde wurden von W. M. BayliB und E. H. Starling’ 
nachgepriift und widerlegt; diese Forscher fanden, daB bei der 
Fallung z. B. mit verdiinnter Essigsiure die Hauptmenge des 
Aktivators in Lésung blieb und daB von dem niedergeschlagenen 
Anteil an verdiinntes Alkali fast nichts wieder abgegeben wurde. 





1) CO. R. Soe. Biol. Bd. 54, S. 623 (1902). 
*) J. of Physiol. Bd. 30, S. 61 (1904). 
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In der T'at beobachtet man, daB die in den ammoniaka- 
lischen Ausziigen der getrockneten Darmschleimhaut auf Zu- 
satz von verdiinnter Hssigsiiure abgeschiedenen reichlichen 
Fallungen der Liésung nur wenig, zuweilen gar keine Kinase 


entziehen; die folgenden Versuche sollen dies veranschaulichen. 


Versuch 1. 0,02 ccm eines Kinaseauszugs erteilten 0,062 g der 
Pankreasprobe XIV in '/, Stunde bei 30° tryptische Wirkung entspr. 
einer Aciditiétszunahme von 0,67 cem 0,2 n-KOH und einem Gehalte 
yon 0,60 k. e. 

10,0 ecm dieser Lésung mit 300 k. e. wurden mit 0,40 ccm n-Essig- 
siure versetzt und die entstandene betrichtliche Fallung in der Centri- 
fuge abgeschleudert; 0,02 ccm der Mutterlauge erteilten 0,062 g der 
Probe XIV tryptische Wirkung entspr. einer Acidititszunahme von 
),61 cem 0,2 n-KOH. Die Analysenprobe enthielt also 0,50 k.e., die 
gesamte Mutterlauge in 10,4 cem 260 k.e., d.i. 87°/, von der Aus- 
vangslosung. 

Versuch 2. 0,03 cem eines anderen Rohextrakts erteilten 0,062 g 
der Probe XIV tryptische Wirkung entspr. einem Acidititszuwachs von 
0,65 cem 0,2 n- KOH und einem Gehalte von 0,57 k. e. 

20,0 cem der Lésung mit 380 k. e. fiillte man mit 2,40 ecm 
u-CH,COOH und bestimmte nach dem Abschleudern des Niederschlags 
die Mutterlauge. 0,04 cem von dieser erteilten 0,062 g der Pankreas- 
probe XIV tryptische Wirkung entspr. einer Acidititszunahme von 


| 0,73 cem 0,2 n-KOH; der Gehalt der Analysenprobe betrug 0,70, der 
| der gesamten Lésung (22,4 ccm) 392 k. e. 


Aus den Mutterlaugen der mit Essigsiure behandelten 


| Kinaseextrakte lassen sich durch Zusatz von Quecksilbersalz- 


lisung weitere, wenn auch nicht sehr erhebliche Mengen von 
Begleitstoffen abtrennen, und zwar, wie nachstehende Angaben 
erweisen, ohne bedeutendere Verluste an Aktivator. 


Versuch 3. 9,0 ecm der essigsauren Mutterlauge des Versuchs 1 


| (enth. 225 k. e.) versetzte man mit 2,3 ecm 0,5°/,iger Sublimatlésung, - 


einer zur volligen Fiallung eben ausreichenden Menge, und bestimmte 
die mittels der Zentrifuge abgetrennte Mutterlauge. 0,03 ccm von dieser 
erteilten 0,062 g der Driisenprobe XIV tryptische Aktivitiit entspr. einem 
Acidititszuwachs von 0,60 ccm 0,2 n- KOH und einem Gehalte von 0,47 k.e.; 
die gesamte Ausbeute in der Lisung betrug also 176 k. e., d. i. 78°/, der 
angewandten Menge. 

Versuch 4. 20,0 cem der essigsauren Lisung von Versuch 2 mit 
300 k. e. faillte man mit 10,0 cem 0,5°/, HgCl,; die vom Niederschlage 
abgetrennte Mutterlauge enthielt in der Analysenprobe von 0,08 eem 
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0,90 k. e. (Aciditétszuwachs entspr. 0,84 cem 0,2 n-KOH) und insgesamt 
in 30 cem 838 k. e., d.i. noch 94°). 


Wesentlich anders verhalt sich die Kinase gegeniiber 
Uransalzen; aus den mittels verdiinnter Essigsiure und Sublimat 
vorgereinigten Ausziigen fallt die Kinase auf Zusatz von Uranyl- 
acetatlésung fast in ihrer ganzen Menge mit einem reichlichen 
Niederschlage aus; sie liBt sich aus dieser Fiallung durch al. 
kalische Phosphatlésung in guter Ausbeute wieder eluieren. 


Versuch 5. 10,0 ecm einer Mutterlauge der Sublimatfillung mit 
120 k. e. (0,05 ccm: 0,67 cem 0,2 n-Lauge: 0,60 k. e.) wurden mit 1,0 cem 
einer 2°/,igen Lésung von Uranylacetat gefiallt; die in der Zentrifuge 
abgetrennte Fallung eluierte man durch Anteigen mit 10 cem ,,Ammo- 
niumphosphat“ (bestehend aus 5,7 cem 1°/,iger (NH,),HPO,, 0,3 com 
n-NH, und 4,0 ecm 87°/, Glycerin)') und Abschleudern mittels der 
Zentrifuge. 

0,10 ecm der Mutterlauge von der Uranfillung erteilten 0,062 ¢ 
der Driisenprobe XIV tryptische Wirkung entspr. einer Acidititszunahme 
von 0,30 cem 0,2 n-KOH oder 0,11 k.e.; die Mutterlauge enthielt demnach 
in 11 com insgesamt 12 k. e. und der gefillte Anteil betrug 90°/,. 

0,05 ecm der Elution erteilten 0,062 g der Probe XIV tryptische 
Aktivitit entspr. einem Acidititszuwachs von 0,83 eem 0,2 n-KOH und 
einem Gehalt von 0,52 k.e. Die Elutionsausbeute betrug also mit ins- 
gesamt 104 k.e. 87°/, von der Kinasemenge des Ausgangsmaterials. 


Mit den vorangehend beschriebenen Operationen lift 
sich noch ein weiteres Verfahren zur Reinigung der Kinase 
verbinden, das in der Adsorption des Aktivators durch Tonerde 
besteht.?) Das Verhalten der Enterokinase gegeniiber diesem 
Adsorbens zeigt eine gewisse Ahnlichkeit mit dem der Pankreas. 
lipase*): die Adsorption erfolgt leicht aus saurer Lésung und 
sie unterscheidet sich dadurch von der des Trypsins, aber von 
dem Adsorbat wird der Aktivator nur in geringer Menge an 


1) Vgl. hierzu die FuBnote 1 auf S. 232 dieser Abhandlung. 

2) Dic Methoden der Adsorption wurden von R. Willstitter und 
Mitarbeitern zu Verfahren fiir die priparative Reinigung der Enzyme 
ausgearbeitet, zuerst am Beispiel der Peroxydase (R. Willstitter. 
Liebigs Ann. der Chem. Bd. 422, 8.47 und zwar S. 58 (1920); vgl. hier: 
iiber die Zusammenfassung von R. Willstitter, Chem. Ber. Bd. 55, 
S. 3601 und zwar S. 3617 [1922)). 

5) R. Wilistitter u. E. Waldschmidt-Leitz, Diese Zs. Bd. !2: 
S. 182 und zwar S. 160 und S. 168 (1922/1923). 
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verdinntes Ammoniak, in besserer Ausbeute dagegen an al- 


' kalische Phosphatlésung abgegeben, die man zur Stabilisierung 
' mit Glycerin versetzt. 


Versuch 6. 10,0 cem eines mit Essigsiiure vorbehandelten Kinase- 


| auszugs, enthaltend 160 k. e. (0,05 cem: 0,78 cem 0,2 n-KOH: 0,80 k. e ,. 


adsorbierte man mit 10,0 ecm einer Tonerdesuspension der Sorte A!) 


(enth. 0,233 g Al,O;) und eluierte das in der Zentrifuge abgeschleuderte 
| Adsorbat durch Anteigen in den Zentrifugenglisern und Abzentrifugieren 


a) mit 12 eem 0,1 n-NH, + 8 cem 87°/,igem Glycerin, b) mit 20 ecm 
.Ammoniumphosphat“ (11,4 ecm 1°/,igem (NH,), HPO, + 0,6 cem n-NH, 
+8eem 87°/,igem Glycerin). 

0.10 cem der Adsorptionsrestlésung erteilten 0,062 g der Pankreas- 


| probe XIV tryptische Wirkung entspr. einer Aciditiitszunahme von 


0,29 cem 0,2 n-KOH und 0,10k.e. Die gesamte Lésung enthielt dann 
in 17 cem 17k. e. und es waren 90°/, der Kinasemenge im Adsorbat. 
Von der Elution erteilten 0,10 cem 0,062 g der Probe XIV tryptische 


| Wirkung entspr. einem Acidititszuwachs von a) 0,30 und b) 0,56 cem 


0,2 n-Lauge und einem Gehalte der Analysenprobe von a) 0,11, b) 0,40 k. e. 


| Die Gesamtausbeute der Elution an Aktivator betrug also in 20 cem 


a) 14 und b) 50°/, von der Menge der Ausgangslésung. 
Durch vereinigte Anwendung dieser verschiedenen bisher 


‘gepriitten Anreicherungsverfahren erhalt man Kinasepriaparate 
von betrichtlich gesteigertem Reinheitsgrad. Die Konzentration 


des Aktivaturs stieg nach aufeinanderfolgender Behandlung mit 
Essigsiiure, Sublimat und Uranylacetat auf das 18fache (K. W. 


|= 18.8), darauf durch einmalige Tonerdeadsorption und Elution 
auf das 27fache (K. W. = 28,7) von der in der getrockneten 
Schleimhaut gemessenen ‘K. W. = 1,07, zufolge der in Kap. II, 
/Abschnitt 1 angefiihrten Bestimmung). 


Beispiel fiir die Reinigung der Kinase, 


100 cem eines ammoniakalischen, von ereptischer Wirkung freien 


/Kinaseauszugs aus getrockneter Darmschleimhaut mit einem Gehalt 


von 1,900 K. E. oder 1900 k. e. (0,03 cem: 0,65 cem 0,2 n-KOH: 0,57 k. e.) 
fallte man mit 12,0 cem n-Essigsiure und versetzte die vom Niederschlag 
getrennte Mutterlauge mit 50 cem 0,5°/,iger Sublimatlésung; den ent- 
standenen Niederschlag schleuderte man ab und fillte die Kinase aus 


‘der Mutterlauge mit 15 cem 2°/,igem Uranylacetat. Die Uranfillung 
| wurde darauf in den Zentrifugengliisern mit 100 cem ,,Ammoniumphosphat‘ 
| eluiert. 


1) Vgl. R.Willstatter u. H. Kraut, Chem. Ber. Bd. 56, S. 149 (1928). 
16* 
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0,10 cem der Elution erteilten 0,062 g der Pankreasprobe XIV try), 
tische Wirkung entspr. einer Acidititszunahme von 0,84 ecm 0,2 n-K(j 
und einem Gehalte der Analysenprobe von 0,90 k. e. Die Gesamtausber: 
in 100 cem betrug also 900 k. e., d.i. 47°/,, auf Rohextrakt bezogen. 

49 ecm dieser Elution (enth. 441 k. e.) wurden in einer Fischblag, 
unter Toluol und unter stiindiger Rihrung mittels CO, 15 Tage gegy 
flieBendes Leitungswasser, sodann weitere 5 Tage gegen flieBendes dest Hhydr 
liertes Wasser dialysiert; sie ergaben dann nach dem Abdampfen ay; : 
dem Wasserbad 0,0234 g Trockenriickstand entsprechend dem Kinase-Wer 
K. W. = 18,8. 

50 ccm derselben Elution (enth. 450 k. e.) befreite man durch Fiilluy 
mit 2,3 cem Magnesiamixtur von Phosphat. Diese Operation war noch 
verlustreich: 0,10 cem der filtrierten Lésung (insgesamt erhalten 48 cem) 
erteilten 0,062 g der Driisenprobe XIV tryptische Wirkung entspr. eing 
Acidititszunahme von 0,62 ecm 0,2 n-KOH und einem Gehalte der Ani 
lysenprobe von 0,50 k. e., d. i. 240 k. e. in der ganzen Lésung. 

45 cem der phosphatfreien Lésung (mit 225 k. e.) siiuerte man mij 
2,0 cem n-Essigsiure an und adsorbierte sie mit 10,0 cem Tonerdesu 
pension der Sorte C') (= 0,164 g Al,O,); das von der Adsorptionsrestlisun 
(45 cem) abzentrifugierte Adsorbat wurde in den Zentrifugenglisern nach 
dem Waschen mit 30 cem 20°/,igem Glycerin durch 50cem ,,Ammonium 
phosphat“ eluiert. 

0,15 cem der Adsorptionsrestlésung enthielten keine meBbare Meng: 
Kinase (Aciditiitszunahme: 0,19 ccm 0,2 n-KOH). 

0,15 cem der Elution erteilten 0,062 g der Pankreasprobe XIV tryp 
tische Wirkung entspr. einer Aciditétszunahme von 0,51 cem 0,2 n-KOH 
sie enthielten also 0,32 k.e. Die gesamte Ausbeute in 52 ccm der Elutingy, 
betrug demnach 111 k. e. oder 49°/, von der vor der Adsorption ge 
messenen Kinasemenge. in 

51 cem der Elution (enth. 109 k. e.) unterwarf man in einer Fisch viel 
blase unter Toluol wihrend 15 Tagen der Dialyse gegen flieBendefi han 
Leitungswasser, darauf weitere 5 Tage gegen flieBendes destillierte{%},,,. 
Wasser; der dann nach dem Abdampfen auf dem Wasserbad hinterblieben 
















Trockenriickstand betrug 0,0038 g, entsprechend dem Kinase-Wer ier 
K. W. = 28,7. ane 
Auch diese bisher konzentriertesten Kinasepriiparate, «ie baz 
Elutionen aus Uranfallung wie aus Tonerdeadsorbat, enthieltes les 

noch groBe Mengen von Begleitstoffen; so fielen mit einer 
0.5°/, igen Lésung des Trockenriickstands der Tonerdeelution die x 
Reaktionen nach Millon und nach Molisch noch positiv au” 

die erstere stark, die letztere hingegen nur schwach: auf Zusati 
SL 


‘) Vgl. hierzu die Fugnote 1 auf 8. 233 dieser Abhandlung. 
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tty) Bon Pikrinsiure lieB sich in schwach essigsaurer Lésung keine 


rs . Tribung wahrnehmen. 
— 4. Zur Trennung von Trypsin und Enterokinase. 
geper Das Adsorptionsverhalten der Kinase gegeniiber Aluminium- 


desti Mhydroxyd unterscheidet sich, wie die Versuche des vorhergehen- 
‘Auden Abschnitts gezeigt haben, wesentlich von dem in der 2. Ab- 
dite handlung?) beschriebenen des Trypsins, ihre Adsorptionsaffinitit 
ist viel stirker ausgepragt. Es sollte also gelingen, mit Hilfe 
dieses Adsorbens, ahnlich wie bei der Isolierung der pankrea- 
ischen Enzyme’), eine Trennung der beiden Korper aus Ge- 
imischen z. B. bei einem UberschuB an Aktivator zu erreichen. 
Der Versuch iibertraf die Erwartungen insofern, als es auf 
diese Weise, durch die Adsorption mit Tonerde aus saurer 
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‘desu: fmLisung, sogar gelang, bereits aktivem Enzym einen Teil seines 
lésumgM™ Aktivators zu entziehen und es so in der Adsorptionsrestlésung 


nD nach 


acd@@erneut in inaktive aktivierbare Form iiberzufiihren, waihrend 
ONLUM: 


die aus dem Adsorbate mittels alkalischen Phosphats gewonnene 
Elution neben beigemengtem Trypsin betrichtliche Mengen 
Kinase enthielt. Das gleiche Ergebnis hatte ein Versuch mit 
V tryp eben maximal aktiviertem Trypsin, also mit iquivalenten Mengen 


Menge 


-KOk Enzym und Aktivator. Diese Resultate fiihren zu der Auf- 
oe lassung, daB es sich bei der Reaktion zwischen Trypsin und 
5 


Kinase nicht um die Bildung einer festen Verbindung, sondern 
Fisch iclmehr eines lockeren Additions- oder Adsorptionsproduktes 
Bends landelt, dessen Lésung schon durch stirker geladene Adsor- 
lliertM@ bentien bewirkt wird. Sie beheben ferner jeden Zweifel an 
a der Aktivatornatur der Enterokinase; denn mit der Annahme 

eines enzymatischen Umwandlungsprozesses von Zymogen zu 
Enzym fiir die Aktivierung ist die beobachtete Reaktivierbarkeit 


e, die 
les Trypsins ganz unvereinbar. 


riel ten 
eine! Versuch 1 (Trypsin mit iiberschiissiger Kinase). 1,25 g der Pan- 
kreasprobe XV belie8 man mit 1,00 ecm eines Kinaseauszugs und 40 cem 


on diel. . 
Thymolwasser wihrend 40 Minuten bei 30° und trennte dann mittels 


V als, 


/usat! 1) R. Willstatter u. E. Waldschmidt-Leitz, Diese Zs. Bd. 125. 
‘.132 und zwar 8, 175 (1922/28), 
2) A.a. O. 1, und zwar S. 142. 
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der Zentrifuge den Extrakt vom Ungeldésten. 2,00 ccm des Extrakts |y. 
wirkten nach '/, stiindiger Einwirkung von a) 0,00, b) 0,05 cem des Kinag. 
auszugs Aciditiitszunahme (60 Min. bei 30°) entspr. a) 0,74 und b) 0,74 cen 
0,2 n-KOH, waren also durch Kinase nicht mehr aktivierbar. 

22 cem des Extrakts wurden nach Zusatz von 0,30 ccm n-Essigsiur 
mit 10,0 cem Tonerdesuspension der Sorte C (= 0,150 g AI,O,) adsorbiert. 
das abgeschleuderte Adsorbat eluierte man in den Zentrifugenglisem 
mit 20 cem ,,Ammoniumphosphat*. 

Von der Adsorptionsrestlésung bewirkten 3,00 ecm nach */, stiindige 
EKinwirkung von a) 0,00, b) 0,05 cem Kinaseauszug einen Aciditiiszuwach: 
entspr. a) 0,25 und b) 0,55 cem 0,2 n-KOH. 

Von der Elution bewirkten 2,00 cem a) ohne Zusatz von Aktivator, 
b) nach ?/,stiindiger Einwirkung auf 0,062 g der Driisenprobe IX z. 
sammen mit diesen eine Acidititszunahme entspr. a) 0,38 und b) 0,92 cen 
0,2 n-KOH, wiihrend die angewandte Menge der Probe IX fiir sich allein 
nur einen Zuwachs an Aciditit von 0,09 cem der Normallésung ergeben 
hatte. 

Versuch 2 (Trypsin mit aquivalenter Kinasemenge). 2,50 @ der 
Pankreasprobe IX wurden mit der zu voller Aktivierung eben ans 
reichenden Menge von 2,40 cem eines ammoniakalischen Kinaseauszug; 
sowie 80 ccm Thymolwasser 60 Min. lang bei 30° extrahiert, dann wurde 
durch Zentrifugicren vom Ungelésten getrennt. 2,00 cem dieses Extrakt: 
bewirkten nach '/, stiindiger Einwirkung von a) 000, b) 0,05 cem Kinase. 
auszug Acidititszunahme entspr. a) 0,77 und b) 0,78 cem 0,2 n-KOH. 

Erste Adsorption. 40 cem des Extrakts, angesiiuert mit 0,50 ecu 
n-Essigsiiure, adsorbierte man mit 10,0 cem Tonerdesuspension der Sorte ( 
(= 0,165 g Al,O,) und eluierte das einmal mit 20 cem Wasser gewaschene 
Adsorbat in den Zentrifugenglisern mit 40 cem vom ,,Ammoniumphosphat*. 

2,50 cem der Adsorptionsrestlésung bewirkten nach '/, stiindigen 
Ansatz mit a) 0,00, b) 0,05 ecem Kinaselésung Aciditiitszunahme entspr. 
a) 0,40, b) 0,54 cem 0,2 n-Lauge. 

Von der Elution bewirkten 2,00 cem, a) fiir sich allein bestimmt, 
b) aach 1/,stiindiger Einwirkung auf 0,062 g der Driisenprobe IX mit 
diesen zusammen bestimmt, eine Aciditiitszunahme entspr. a) 0,55 und 
b) 1,10 cem 0,2 n-KOH (0,062 g der Probe IX ergaben fiir sich 0,09 cem 
der Lauge). 

Zweite Adsorption. 45 cem der Restlésung von der 1. Adsorption 
wurden erneut der Behandlung mit 10,0 cem der Tonerde unterworfen: 
das abgetrennte Adsorbat eluierte man nach dem Waschen mit Wasser 
mit 40 ecm ,,Ammoniumphosphat“ und vermischte 30 cem der erhaltenen 
Elution mit der gleichen Menge der 1. Elution. 

Von der Adsorptionsrestlésuag bewirkten 3,00 ccm nach /,stiindige! 
Einwirkung von a) 0,00, b) 0,05 cem des Kinaseauszugs eine Aciditats 
zunahme entspr. a) 0,20 und b) 0,48 eem 0,2 n-KOH. 


SE Se 











kts be. 
Cinage. 
74 Cem 


gsdure 
rbiert: 
lise 


ndiger 
wach 


ivator, 
X 2. 
2 com 
allein 
geben 


g der 
aus 
ISZUgS 
wurde 
trakts 
inase- 
)H. 

0 ecw 
rte ( 
chene 
phat. 
igen 
itspr 


mmt, 
- mit 

und 
) cem 


ption 
rfen: 
Asser 
enen 


liget 
tiits- 


EDO TPE OE Le a 7 OER RENE ORT 


i ea ane ca et SAA igh a aK aS itis Sok hy TA, 


Enterokinase und die tryptische Wirkung der Pankreasdriise. 237 


2,00 ccm der vereinigten Elutionen bewirkten, a) fiir sich bestimmt, 
p) nach 1/,stiindiger Einwirkung auf 0,062 g der Probe IX zusammen 
mit diesen bestimmt, einen Acidititszuwachs entspr. a) 0,65 und b) 1,20 cem 
0,2 n-Laugs. 

Versuch 3 (mit ,,spontan’ aktiviertem Trypsin). 1,25 g der Pan- 
kreasprobe XVI, die durch 24stiindige Aufbewahrung des rohen Driisen- 
breies ihre Aktivierbarkeit eingebiSt hatte, extrahierte man mit 40 ccm 
Thymolwasser wihrend einer Stunde bei 30°. Von der mittels der Zentri- 
fuge abgetrennten Liésung bewirkten 2,00 ccm nach '/,stiindiger Ein- 
wirkung von a) 0,00 und b) 0,05 cem Kinaseauszug eine Acidititszunahme 
von a) 0,73 und b) 0,74 cem 0,2 n-KOH. 

40 cem der Lésung wurden, mit 0,50 cem n-Essigsiure angesduert, 
der Adsorption mit 10,0 ccm Tonerdesuspension C (= 0,150 g Al,O3) 
unterworfen; das Adsorbat wusch man in den Zentrifugenglisern mit 
40 cem Wasser und eluierte es dann mit 40 ccm ,,Ammoniumphosphat“. 

2,50 ecm der Adsorptionsrestlésung bewirkten nach */,stiindiger Ein- 
wirkung von a) 0,00, b) 0,05 cem Kinaselésung Acidititszunahme entspr. 
a) 0,37 und b) 0,49 cem 0,2 n-Lauge. 

Von der Elution bewirkten 2,00 ccm, a) fiir sich bestimmt, b) nach 
'/, stiindiger Einwirkung auf 0,062 g¢ der Driisenprobe [X zusammen mit 
diesen bestimmt, eine Acidititszunahme von a) 0,35 und b) 0,66 ccm 


0,2 n-KOH. 

Wie aus Versuch 3 hervorgeht, laBt sich auch bei der 
durch Lagerung aktiv gewordenen Driisensubstanz dem Enzym 
mit Hilfe dieses Adsorptionsverfahrens ein Teil seines Akti- 
vators entziehen, man findet diesen dann in der aus dem 
Adsorbate bereiteten Elution wieder. MHieraus erhellt, daB es 
sich auch bei der ,,spontanen“ Aktivierung des Enzyms in der 
Driise nicht um eine enzymatische Bildung des Trypsins aus 


emer Zymogenform handeln kann, sondern daB sie vielmehr auf 


das Entstehen von Enterokinase aus Bestandteilen der Driise 
selbst zurtickzufiihren ist. 




















Weitere Studien iiber die Struktur des EiweiBmolekiils. 
Von 


Emil Abderhalden und Walter Stix. 


(Aus dem physiologischen Institut der Universitat Halle a. 8.) 


(Der Redaktion zugegangen am 3. Oktober 1923.) 


Es steht fest, daB im EiweiBmolekiil Aminosduren siure- 
amidartig verkettet sind. Unzweifelhaft finden sich Polypeptid. 
ketten im Eiwei8. Eine offene Frage bleibt, in welcher Art 
und Weise diese untereinander verkniipft sind. Es spricht 
mancher Befund dafiir, daB namentlich in den sog. Protein- 
oiden neben offenen Polypeptidketiten auch anhydridartig zu- 
sammengeschlossene Komplexe vorhanden sind. Nun _ beweist 
der Befund von Anhydriden, z. B. von Diketopiperazinen, unter 
den Produkten einer stufenweisen Hydrolyse von KiweiBstoffen 
nur dann etwas fiir das primaire Vorkommen solcher Bindungs- 
arten im Kiwei8, wenn die angewandte Methodik ihre sekun- 
dire Bildung eindeutig ausschlieBt. Es ist nun bekanntlich 
leicht, aus manchen Aminosiuren und vor allem aus Dipeptiden 
Anhydride zu erhalten. Man wird deshalb jede Mitteilung iiber 
die Auffindung von Anhydriden mit Skepsis aufnehmen und 
verlangen, daB das Vorkommen von solchen Komplexen im Ki- 
weiB selbst direkt erwiesen wird. Jeder Befund von Produkten, 
in denen mehrere Aminosduren vereinigt sind, hat groBe Be- 
deutung, wenn es gelingt, ihre Struktur aufzuklaren, médgen 
nun diese Verbindungen primar vorgebildet oder sekundir 
entstanden sein. Im letzteren Fall wird der Mechanismus 
ihrer Bildung ausreichende Riickschliisse auf die im Eiweib 











ils, 


ure- 


ptid- 

Art 
richt 
(ein- 

Zu- 
veist 
nter 
ffen 
ngs- 
cun- 
lich 
den 
iber 


und 


Weitere Studien iiber die Struktur des EiweiBmolekiils. 239 


> primar vorhandene Gruppierung der einzelnen Bausteine er- 
a » méglichen. 
Wir sind nun dazu iibergegangen, nach Wegen zu suchen, 
un das evtl. Vorkommen von Diketopiperazinen im EiweiB zu 
erweisen. Es sind im hiesigen Institut verschiedene Bahnen 
| nagleeh beschritten worden. Der eine von uns hat gemeinsam 
> mit Klarmann den Versuch unternommen, Verbindungen 
| synthetisch zu gewinnen, an deren Aufbau Amino- 
'siuren bzw. Polypeptide und Diketopiperazine be- 
a ' teiligt sind.’) Das Studium des Verhaltens solcher Ver- 
} bindungen in chemischer und biologischer Hinsicht soll An- 
» haltspunkte fiir die Méglichkeit des primiren Vorkommens 
| solcher Komplexe im KiweiB geben. Ferner sind vergleichende 
: » Versuche iiber oxydative Veranderungen an Dipeptiden 
Fund Diketopiperazinen im Gange. Ergeben sie greifbare, 
{ charakteristische Ergebnisse, dann soll versucht werden, Pro- 
' dukte der teilweisen Hydrolyse von Eiweif in entsprechender 
| Weise zu behandeln. 
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. Wir selbst haben uns vergleichenden Studien iiber das 
' Verhalten von Dipeptiden, Diketopiperazinen und Pro- 
_dukten der partiellen Hydrolyse von KiweiB gegeniiber 
-reduzierenden Agenzien zugewandt. Diketopiperazine 
» lassen sich unter geeigneten Bedingungen in Piperazine iiber- 


SEA eS ee yee bs alte, 


\ fihren. Ks hat bereits Cohn?) Leucinimid = 2,5-Dibutyl- 
| diazipiperazin durch Reduktion in 2, 5-Dibutylpiperazin iiber- 


' gefihrt. Ganz eindeutig ist sein Befund allerdings nicht. Ks 
: fehlte die Identifizierung der gewonnenen Verbindung. Es hat 
' dann E. Hoyer®) 2,5-Dimethyldiacipiperazin in 2,5-Dimethyl- 
piperazin iibergefiihrt und eindeutig identifiziert. Die Re- 
duktion des Lactimids erfolgte in alkoholischer Lésung mittels 


’ Natriums: 


e—-___———— 


Y Emil Abderhalden und Emil Klarmann, Diese Zs. Bd. 129, 


- 8.320 (1928). 


} Cohn, Diese Zs. Bd. 22, S. 170 (1897); Bd. 29, S. 283 
(1900). 


*) E. Hoyer, Diese Zs. Bd. 34, S. 347 (1901/02). 
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R R 
CO-CH CH,-CH 
Pi rai *., 
NH NH — NH NH 
Pal 
Nou -CO Nou. CH, 
R R 
2,5-Diketopiperazin Piperazin 


Unsere Fragestellung war zunichst folgende: Lassen 
sich charakteristische Reaktionen autfinden, die ip 
eindeutiger Weise Dipeptide und 2,5-Diketopiperazine 
die aus den gleichen Bausteinen bestehen, zu unter. 
scheiden gestatten? Zuniachst dachten wir an die Méglichkeit, 
beide Arten von Verbindungen durch Kuppelung mit bestimmten 
Komplexen zu charakterisieren und dann die entstandenei 
Verbindungen evtl. zu verwandeln. Wir hofften dadurch einen 
tieferen Kinblick in die Struktur der Diketopiperazine zu er- 
halten. Es ist bekannt, daB die einzelnen Verbindungen der 
genannten Art ein auffallend verschiedenes Verhalten zeigen. 
Glycinanhydrid la8t sich leicht mit Chloracetylchlorid kuppela, 
Leucylglycinanhydrid dagegen unter den gleichen Bedingungen 
nicht. 

Wir priiften zunichst, ob Diketopiperazine sich leicht 
formylieren und acetylieren lassen. Beim Glycinanhydrid 
gelang die Einfiihrung der Formylgruppe, dagegen vermochten 
wir beim Leucylglycinanhydrid die entsprechende Verbindung 
nicht zu gewinnen. Glycinanhydrid laBt sich, wie bereits 
Franchimont und Friedmann}) gezeigt hatten, durch Kochen 
mit Essigsiureanhydrid in die Diacetylverbindung iiberfiihren. 
In gleicher Weise liBt sich die Diacetylverbindung von d,l-Leucyl- 
glycinanbydrid und Glycyl-d-alaninanhydrid bereiten.  Poly- 
peptide lassen sich in Form ihrer Ester auch mittels Essigsiure- 
anhydrid acetylieren.”) Kigentiimlicherweise erhielten wir bei der 
Acetylierung von 4d,l-Leucyl-glycin eine Diacetylverbindung. 

Kocht man Polypeptide mit Acetylchlorid, dann erfolgt 
Reaktion, dagegen tritt bei Verwendung von Diketopiperazinen 
keine Bindung ein. 


t) Recueil des travaux chim. des Pays Bas. Bd. 27, S. 192 (1908) 
2} Emil Fischer u. Otto, Chem. Ber. Bd. 36, S. 2106 (1903). 
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Der Versuch, mittels Kuppelungen aus einem Gemisch von 


Abbauprodukten einer teilweisen Spaltung von HiweiB Poly- 
peptide von Diketopiperazinen zu trennen, hatte von vorn- 
' herein wenig Aussicht auf Erfolg. Die Derivate sind alle zum 
' Teil nicht stabil genug. Ferner besteht bei der Isolierung die 
' Gefahr der sekundiren Aufsprengung von Ringes, umgekehrt 
_ kénnen solche gebildet werden. Wir verlieBen deshalb nach 
| einigen probeweisen Versuchen diesen Weg und gingen daran, 
Diketopiperazine durch Angriffe auf die Ketogruppen zu 
| charakterisieren. Zuniichst versuchten wir mittels Natrium- 
bisulfit zu bestimmten Verbindungen zu gelangen. Die Ver- 
' suche schlugen fehl. Das gleiche Schicksal hatten Versuche, 
' durch Halogenierung zu charakteristischen Verbindungen zu 
_ gelangen. Auch nach anderen Richtungen wurden Versuche 
: unternommen, um einerseits die Struktur der Diketopiperazine 
| festzulegen und zugleich zu Verbindungen zu gelangen, die zur 


Isolierung von Anhydriden dienen konnten. Ein greifbarer 
Erfolg war diesen ausgedehnten Studien nicht beschieden. Er- 


| folgreicher verliefen Versuche, Dipeptide und die entsprechen- 


den Diketopiperazine durch Einwirkenlassen von Natrium in 
alkoholischer Lésung auseinanderzuhalten. Wie schon oben 
erwihnt, liefern die letzteren Piperazine, die sich gut charak- 
terisieren und isolieren lassen. Sie lassen sich im Hochvakuum 
unzersetzt destillieren. Auch kann man sie nach Zusatz von 
Lauge mit Wasserdampf iibertreiben. 

Wir haben verschiedene Diketopiperazine mittels metal- 
lischem Natrium in amylalkoholischer Lésung reduziert und 
erhielten neben wenig Aminen das erwartete Piperazin. Wird 
dagegen ein Polypeptid unter genau den gleichen Bedingungen 
reduziert, dann erhilt man keine Piperazine. So haben wir 
z.B. d,l-Leucyl-glycin mit Natrium in alkoholischer Lésung 
behandelt. Wir konnten das Dipeptid unveriindert wieder- 
gewinnen. 

Wenn es sich auch zunichst um noch recht unvollkommene 
Vorstudien handelt, die nach den verschiedensten Richtungen 
des Ausbaues bediirfen, so halten wir uns doch schon berechtigt, 
den Arbeitsplan und die bisherigen Ergebnisse mitzuteilen. 


BS 
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Der eine von uns (A.) ist damit beschiiftigt, aus den in Frage 
kommenden Diketopiperazinen die entsprechenden Piperazine 
und, wenn méglich, Pyrazine darzustellen, um ihre Higen. 
schaften und die besonders charakteristischen Derivate kenner 
zu lernen. 

Wir gingen dann dazu iiber, aus Seidenfibroin in bekannte; 
Weise durch Einwirkenlassen von 70°/,iger Schwefelsiiure bei 
Zimmertemperatur gewonnenes Peptonin genau der gleichen 
Weise zu behandeln, wie die Diketopiperazine. Die 
Reduktion wurde in amylalkoholischer Lésung unter Anwendung 
eines Uberschusses mit metallischem Natrium durchgefihrt. 
Die Verarbeitung war die iibliche. Beim Uberdestillieren mit 
Wasserdampf ergab sich ein stark alkalisch reagierendes 
Destillat. Ferner trat deutlicher Geruch nach Piperazinen 
auf. Das Destillat wurde mit Salzsiure angesiiuert und zur 
Trockne verdampft. Der verbleibende Riickstand wurde mebhr- 
fach aus Wasser unter Anwendung von Tierkohle umkrystallisiert. 
Ks gelang, allerdings unter Verlusten, ein von Chlorammon 
vollkommen freies, in Blattchen krystallisierendes Produkt zu 
isolieren, dessen Stickstoffgehalt zwar nicht genau, jedoch an- 
nihernd auf das Dichlorhydrat des Methylpiperazins stimmte. 
Der Chlorgehalt stimmte auch anniihernd auf die erwihnte 
Verbindung. Es war an und fiir sich nicht zu erwarten, dab 
eine einheitliche Substanz isoliert werden konnte. Dazu war 
die Menge des gereinigten Produktes zu gering. Ferner war 
zum vornherein ein Gemisch zu erwarten. Beim Zusatz von 
Natronlauge zum Chlorhydrat trat sofort ein alkaloidahnlicher 
Geruch auf, der lebhaft an denjenigen erinnerte, den Piperazine 
und speziell Methylpiperazin geben. Der eine von uns setzt 
diese Arbeitsrichtung fort. Es ist zu hoffen, daB in Balde 
eindeutige Ergebnisse mitgeteilt werden kénnen. Nicht un- 
erwihnt wollen wir lassen, daB selbstverstindlich der Kinwand 
zu widerlegen ist, daB durch die Art der Hydrolyse sekundir 
Diketopiperazine hervorgerufen worden sind. Auch in dieser 
Richtung wird geforscht. Vor allem muB gepriift werden, 
ob Produkte einer partiellen Hydrolyse von Kiweib 
nach erfolgter Reduktion vor und nach durchgefihrter 
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; volistandiger Hydrolyse verschiedene Mengen von 
: Piperazinen liefern. 


Der weitere Weg der Forschung ist klar vorgeschrieben. 


E Bis jetzt sind bei der partiellen Hydrolyse von Seidenfibroin 
' hauptsachlich die Dipeptide d-Alanyl-glycin bzw. Glycyl-d-alanin 
| und Glycyl-1-tyrosin aufgefunden worden. Sie kénnen primir 
’ vorgebildet, aber auch in Form der entsprechenden Diketo- 
: piperazine vorhanden sein. Wahrscheinlich sind beide Formen 
' mgegen. Man wird nun zunichst die Reduktion des Alanyl- 
» glycinanhydrides durchfiihren und versuchen, aus Seidenpepton 
' das gleiche Piperazin zu gewinnen. 


Kin weiteres, bereits in Angriff genommenes Arbeitsgebiet 


ist das Studium des Verhaltens einer ganzen Reihe von Di- 
ketopiperazinen gegeniiber oxydierenden Agenzien. Ks ist 
mu hoffen, daB Einblicke in die Strukturverhiiltnisse der ver- 
' schiedenartigen Anhydride zu erlangen sind. Ferner wird 


vergleichbares Material zutage geférdert werden, um Studien 


| iiber das Verhalten der verschiedensten Peptonarten bei der 


Reduktion anstellen zu kénnen. Man wird vielleicht auf dem 
beschrittenen Wege tiefe Einblicke in die Struktur der ver- 
schiedenen Proteinarten erhalten und in die Lage kommen, 
bestimmte Klassen von Proteinen gegeneinander abzugrenzen. 

Angedeutet sei noch, da die Beziehungen der 2, 5-Diketo- 
piperazine zu den Piperazinen ganz allgemein groBes Interesse 
haben, fiihren doch iiber diese Verbindungen méglicherweise Wege 
zu manchen Produkten des Pflanzenreiches, wie z. B. zu manchen 
Alkaloiden. Man kénnte ferner daran denken, daB bei der 
Synthese des KiweiBes in der Pflanze, Piperazine als Ausgangs- 
materialien eine Rolle spielen. Sie miBten dann oxydiert 
werden und kénnten dann durch Aufspaltung zu Polypeptid- 
ketten hintiberfiihren. 


Experimenteller Teil. 


FormylierungvonGlyzinanhydrid. 1 g Glycinanhydrid 
wird mit der zehnfachen Menge konzentrierter Ameisensiure in 
emem mit einer kurzen Capillare verschlossenen Fraktionier- 
kélbchen auf dem Wasserbad behandelt. Das Anhydrid geht 
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bald in Lésung. Die Flissigkeit farbt sich tiefgriin. Nach je 
3 Stunden verdampft man die Liésung im Vakuum und erhitzt 
mit frischer Ameisensiure. Nach ungefihr zwanzigstiindiger 
Kinwirkung kann man zur Aufarbeitung schreiten. Man ver. 
dampft wieder zur Trockne, nimmt den Riickstand mit Alkohoj 
auf und filtriert vom unldéslichen Glycinanhydrid ab. De 
alkoholische Auszug liefert nach dem EKindampfen einen dunkley 
Sirup, den man wiederholt aus Alkohol umkrystallisiert. Man 
erhilt so schlieBlich einen griinen Sirup, der nach einigem 
Stehen in rosettenartigen Aggregaten krystallisiert. Der Schmelz. 
punkt ist unscharf und liegt bei ungefihr 112°. 
Stickstoffbestimmung: Einwage 0,0612 g, 7,4 cem n/10-NaOH. 
OCH 


| 
Gef. 16,94°/, N Ber. 16,47°/, N fiir cu Scu,. 
\n—co% 
HCO 

Leucylglycinanhydrid konnte nicht formyliert werden, 
Obzwar sich das Produkt leicht nach einiger Einwirkung in 
der Ameisensiure lést, so erhilt man nach dem Eindampfen der 
Lésung doch immer wieder unverindertes Anhydrid. Nach 
dreibigstiindiger EKinwirkung war Spaltung des Anhydrids ein- 
getreten, denn die neutralisierte Lisung gab dann eine positive 
Ninhydrinreaktion. 

Acetylierung. Die Dhiacetylverbindung des _ Glycin- 
anhydrids wurde nach Franchimont und Friedmann?) durch 
kurzdauerndes Kochen von Glycinanhydrid mit der zehnfachen 
Menge KEssigsiureanhydrid dargestellt. Die Lésung wird im 
Vakuum eingeengt und das Acetylprodukt mit Alkohol gefiillt. 
In entsprechender Weise wurde die Acetylverbindung von 
Glycyl-d-alaninanhydrid hergestellt. Dieses Produkt krystallisiert 
sehr schwer. Man lést den Sirup, der das Diacetylglycylalanin- 
anhydrid enthalt, in ganz wenig Chloroform und falit mit viel 
Petrolither. Nach 2—3 Tage langem Stehen erhilt man so 
farblose, glinzende Blattchen; der Schmelzpunkt ist unschar! 


1) A.a.QO., S. 240. 
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d und liegt bei ungefahr 47° Das acetylierte Leucylglycin- 
: anhydrid konnte nur als Sirup erhalten werden. 


Wird Glycinanhydrid mit Acetylchlorid bei Wasserbad- 


" temperatur behandelt, so tritt keinerlei Veriinderung auf. Er- 
' hitzt man dagegen ein Dipeptid wie Leucylglycin mit iiber- 
: schiissigem Acetylchlorid, so tritt nach kurzer Zeit Lésung ein. 
Auch nach dem Erkalten bleibt die Lésung klar. Nach dem 
: Kntfernen des Acetylchlorids durch Erwirmen mit Alkohol und 
' Kindampfen im Vakuum erhilt man einen hellen Sirup. Auch 
4 entsprechend dem Vorgange von E. Fischer und Otto*) beim 
' Glycylglycin haben wir Leucylglycin acetyliert. D.h. 1 g Leucyl- 
' glycin wird in den salzsauren Athylester iiberfiihrt, und dieser 
wenige Minuten mit Essigsiureanhydrid gekocht. Es tritt rasch 
» Losung ein. Durch mehrfach wiederholtes Abdampfen mit 
_ Alkohol wird das Essigséureanhydrid entfernt und der Kin- 
' dampfriickstand in 10 ccm Normalnatronlauge gelést. Man 
; neutralisiert die Lésung hernach mit der entsprechenden Menge 
 Normalsalzsiure und dampft im Vakuum ein. Der sirupése 
| Riickstand wird mit Alkohol ausgekocht und die alkoholische 
' Lisung eingedampft. Durch Verreiben mit Petrolither wird 
' das Produkt fest. Es stellt ein schwach gelb gefarbtes Pulver 
' vom Schmelzp. 95° dar. 


Stickstoffbestimmung: 0,0494 g Subst.: 3,5 eem n/10-NaOH. 
Ber. fiir (CH,),-CH-CH,-CH-CO-NH-CH,-COOH 12,15°/, N. 


| 
NH se CO x CH, 


| 
Ber. fiir (CH,),-CH-CH,-CH-CO-N-CH,-COOH 10,25 
| 


NH-CO-CH, 
Gef. 9,93°/, N. 


Auf Grund des Analysenergebnisses ist auf eine Diacety]- 


| verbindung zu schlieBen. Wir dachten an die Méglichkeit des 


se 


: Uberganges des angewandten Dipeptids in das entsprechende 


Viketopiperazin, doch gab das acetylierte Produkt beim lingeren 


: Kochen mit frisch gefilltem Kupferoxyd ein Kupfersalz. Wir 


) A.a.O., S. 240. 
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werden dieser Beobachtung, wonach unter bestimmten Be. 
dingungen auch ein Dipeptid ein Diacetylderivat liefern kan, 
weiter nachgehen. 

Wir hatten gehofit, daB Diketopiperazine durch Kuppelun: 
mit Acetylchlorid Produkte liefern werden, die gegen Alkal 
bestindiger wiren und insbesondere weniger leicht aufzuspalte, 
sein wiirden. Es ist dies jedoch nicht der Fall. 

Kinwirkung von Natriumbisulfit auf Glycinanhy. 
drid: Das Anhydrid lést sich bei lingerem Stehenlassen schon 
bei Zimmertemperatur in Bisulfitlauge. Beim Erwirmen tritt 
sofort Liésung ein. Wird die Lésung unter verminderten 
Druck verdampft, so laBt sich mit absolutem Alkohol ein Tell 
des Riickstandes in Lésung bringen. Die Lésung enthilt 
organische und anorganische Bestandteile. Behandelt man 
wiederholt mit absolutem Alkohol, dann verbleibt schlieBlich 
Bisulfit und Glycinanhydrid fiir sich. Es spricht vieles dafiir, 
daB zwischen dem Anhydrid und Bisulfit eine Bindung ein- 
getreten ist, doch ist das entstandene Produkt offenbar 
sehr labil. 

LaBt man Seidenpepton mit Bisulfitlésung stehen, daun 
kann man nach dem Eindampfen der Lésung aus dem Riick- 
stand mit absolutem Alkohol Stoffe in Lésung bringen. Bein 
Kindampfen der alkoholischen Lésung verbleiben farblose, sehr 
hykroskopische Produkte. Wir haben sie ihrer schlechten 
EKigenschaften wegen nicht genauer untersucht. 

Setzt man Glycinanhydrid Bromdim pfen aus, dann erfolgt 
keine Reaktion. Auch bei Verwendung von Bromwasser unter 
Anwendung von Belichtung und auch unter Anwendung von 
Hisensalzen (als Katalysatoren) erhielten wir keine nachweisbare 
Reaktion. 


Reduktion von Diketopiperazinen 
zu Piperazinen. 


Wie schon in der Einleitung betont worden ist, liege 
Versuche iiber die Reduktion von Diketopiperazinen zu Piper- 
azinen bereits vor. Die vorhandenen Angaben sind sehr spirlich. 
Verwendet wurde zur Reduktion metallisches Natrium bei Ab- 
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' wendung von Alkohol als Lésungsmittel fiir das zu reduzierende 
' Produkt. Wir haben uns zunichst der gleichen Methode be- 
' dient und in Probeversuchen Glycinanhydrid, Alanyl- 
' glycinanhydrid und Leucyl-glycinanhydrid reduziert. 
| Es sei gleich erwihnt, daB die Ausbeuten an Piperazinen 
' auBerordentlich schlechte sind. Es ist dies auch nicht zu ver- 
_ wundern, denn es erfolgt ohne Zweifel zum Teil Aufsprengung 
des Diketopiperazinringes (der Piperazinring ist auBerordentlich 
| viel resistenter). Ferner zeigt das Auftreten von Ammoniak 
' und anderen Produkten an, da weitgehende Zersetzungen 
_ erfolgen. Es sind im hiesigen Institut umfassende Versuche 
im Gange, um Methoden ausfindig zu machen, die zu besseren 


Ausbeuten fiihren. Bemerkenswert ist, daf beim Beginn der 
Reduktion sofort ein intensiver Geruch nach den entsprechenden 
Piperazinen auftritt. Man hat den Kindruck, daB bei Fort- 
setzung des Zusatzes von metallischem Natrium der Geruch 


' an Piperazinen nicht weiter zunimmt. Von dieser Erfahrung 


aus haben wir die Reduktion der erwahnten Anhydride in 


q klemen Mengen mit einem 3—4fachen Uberschu8 an Natrium 


vorgenommen. Entweder wurde Athylalkohol oder aber sorg- 


faltig gereinigter Amylalkohol') verwendet. Die Verarbeitung 
_ des Reaktionsgemisches erfolgte auf verschiedene Weise. In 


dem einen Falle wurde das Reaktionsgemisch mit Wasser ver- 
setzt, der Alkohol unter stark vermindertem Druck bei még- 
lichst niederer Temperatur abdestilliert und dann mit Chloro- 
form ausgeschiittelt. Die Chloroformlésung wurde dann mit 
verdiinnter Salzsiure ausgeschiittelt und die salzsaure Lésung 
zur Trockne verdampft. In anderen Fallen wurde nach dem 
Abdestillieren des Alkohols ein groSer Uberschu8 an Natrium- 
hydroxyd hinzugefiigt und dann unter Kinleitung von Wasser- 
dampf itiberdestilliert. Das Destillat wurde in Salzsiure auf- 
gefangen. In wieder anderen Fillen versuchten wir, die 
Piperazine im Hochvakuum zu destillieren. 

Aus allen drei erwaihnten Diketopiperazinen lieBen sich 
die zu erwartenden Piperazine isolieren und zwar einerseits 





1) Vgl. hierzu N. Troensegaard: Diese Zs. Bd. 127, S. 187 (1923). 
Hoppe-Seyler’s Zeitschrift f. physiol. Chemie. CXXXII. 17 
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in Korm der salzsauren Salze, andererseits in Form yoy 
Derivaten. Es unterliegt keinem Zweifel, daB noch eingehende 
Studien notwendig sind, um ein allgemein brauchbares Ver. 
fahren zur Herstellung gréBerer Mengen von Piperazinen au; 
den zugehérigen Diketopiperazinen zu gewinnen. Uns inter. 
essierte in erster Linie das Verhalten von Alanyl-glycin. 
anhydrid bei der Reduktion, weil beim stufenweisen Abba 
des Seidenfibroins dieses Anhydrids isoliert werden konnten, 
Das dem erwihnten Anhydrid entsprechende Methylpiperazin is: 
von Stoehr’) und ferner von W. Esch und W. Marckwald? 
dergestellt worden. Wir haben das aus Glycylalaninanhydrid 
gewonnene Methylpiperazin in bekannter Weise benzoyliert, 
Das Benzoylprodukt wurde wiederholt aus Alkohol umkrystalli- 
siert. Es wurden einheitliche Blattchen erhalten. Die Stickstof. 
analyse hatte das folgende Ergebnis: 


0,0610 g Subst. gaben 4,75 cem N (16°, 756 mm). 

N-OC-C,H, 

oe 

Ber. fiir H,C-HC CH, 9,099/, N. Gef. 9,03°, N. 

ies: 

CH, CH, 
ig 
N-0C.C,H, 


Wir haben auch das salzsaure Salz des Methylpiperazius 
in Handen gehabt. Die Chlorbestimmung nach Volhard erga’. 
daB das Dichlorhydrat vorlag. Sobald gréBere Mengen de: 
erwahnten Piperazins vorliegen, sollen seine Eigenschaiten 
genauer studiert werden. 

Wir haben weiterhin Diacetylglycinanhydrid, [i- 
acetylglycylalaninanhydrid, Diacetyl-dl-leucylglycin- 
anhydrid, d,l-Leucyl-glycin, Glycyl-d-alanin und Seiden- 
pepton unter den gleichen Bedingungen der Reduktion unter- 
worfen. Bei den angewandten Dipeptiden vermochten wir 
die unverinderten Verbindungen wieder zu gewinnen, wiihrend 
bei der Anwendung der Diketopiperazine die erwarteten Piper- 


1) Stoehr, Journ. f. prakt. Chem. Bd. 51 (2), S. 472 (1895). 
) W. Esch u. W. Marckwald, Chem. Ber. Bd. 33, S. 761 (1900). 
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> azine entstanden. Ihre Beschreibung wird erfolgen, sobald wir 
' iiber ein gréBeres Material und ausreichend charakteristische 
| Derivate verfiigen. Erwahnt sei hier nur, daB bei Anwendung 
' yon Diacetyl-alanyl-glycinanhydrid Athylamin in Form seines 
salzsauren Salzes nachgewiesen werden konnte: 


0,0321 g Substanz verbraucht 3,9 ecm '/,, n-NaOH. 


CH,-CH,-NH,-HCl Ber. 17,20°/, N. 
Gef. 17,02 __,, 


Reduktion von Seidenpepton: Das Pepton wurde in 


' der im hiesigen Institut iiblichen Weise dargestellt. Es wurde 
: dann entweder, wie S. 242 geschildert, verarbeitet oder aber 
' gunichst wiederholt mit Alkohol uud gasférmiger Salzsiure 
' yerestert. Die salzsauren Ester wurden dann in Amylalkohol 
: gelist und die Salzsiure mit Natriumamylat abgesattigt. Vom 
' ausgefallenen Kochsalz wurde abftiltriert und dann in der iib- 
' lichen Weise mit Natrium reduziert. Die Lésung wurde mit 
- Salzsiiure neutralisiert. Das ausgeschiedene Kochsalz wurde 
- entfernt. Nun wurde der Amylalkohol unter vermindertem 
' Druck entfernt. Nunmehr wurde im Hochvakuum destilliert. 
Ks ging eine farblose Flissigkeit tiber, die alkalisch reagierte 
' und alle Eigenschaften von Piperazinen zeigte. Bei anderen 
' Versuchen gaben wir Natronlauge zu und destillierten mit 
| Wasserdampf. Auch hierbei lieB sich einwandfrei das Auf- 
' treten von Piperazinen nachweisen. Wir haben ferner auch 
| den Distallationsriickstand, der beim Verjagen des Amylalkohols 
_ verbleibt, durch Zusatz von starker Natronlauge alkalisch ge- 
' macht und dann mit Chloroform ausgeschiittelt. 


Ks lag ohne Zweifel ein Gemisch verschiedener Piperazine 


vor. Es gelang leicht, Pikrate und Platinsalze in krystalli- 
| siertem Zustand zu erhalten. Es fehlen noch die ausreichenden 
' Vorarbeiten, um die einzelnen Piperazine zu trennen. 


Wir haben uns selbstverstindlich sofort den Kinwand ge- 


_ macht, daB unsere Befunde dadurch bedingt sein konnten, daB 
_ Ester von Aminosauren und Polypeptiden — vor allem von 
| Dipeptiden — bei der ganzen Behandlung in Diketopiperazine 
| verwandelt worden sein kénnten, aus denen dann die Piperazine 
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gebildet werden. Aminosidureester kamen sicherlich nicht jy 
Frage, denn unser Pepton enthielt keine freien Aminosiiuren, 
wohl aber waren ohne Zweifel Dipeptide zugegen. Wir habe, 
Dipeptidester genau so behandelt, wie die Diketopiperazine 
und das Seidenpepton, ohne jedoch zu Piperazinen zu ge. 
langen. Das ist der Grund, weshalb wir hoffen, auf dem ei. 
geschlagenen Weg zu einer eindeutigen Entscheidung de 
Frage, ob im EKiweiB Diketopiperazinringe vorgebildet sind 
oder nicht, zu gelangen. Gelingt der Nachweis, dann erhebt 
sich sofort die Frage, ob ihr Vorkommen ein allgemeine; 
oder aber ein auf bestimmte Proteinarten beschrianktes ist. 
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Uber Methimoglobinbildung. 


Von 
Werner Lipschitz und Jakob Weber. 


Mit 2 Figuren im Text. 


Aus dem Pharmakologischen Institut der Universitat Frankfurt a, M.) 


(Der Redaktion zugegangen am 7. Oktober 1923.) 


Die Rolle des Sauerstoffs bei-der Methimoglobinbildung. 
Die Reaktion zwischen Hydroxylamin und Blutfarbstoff. 
a-Methylhydroxylamin als Methimoglobinbildner. 

Uber den Nitrobenzolhimoglobinstreifen von Filehne. 


In einer friiheren Mitteilung') war gezeigt worden, daB 
die stark oxydierenden und selbst leicht reduzierbaren aroma- 
tischen Nitrokérper gegeniiber dem Blutfarbstoff dadurch giftig 
werden, da sie, in den Mechanismus der energieliefernden Zell- 
prozesse — Atmung und Garung — eingreifend, in die viel schwerer 
reduzierbaren selbst hochoxydablen #-Arylhydroxylamine um- 
sewandelt werden. Im Zusammenhang damit wurde die Frage 
nochmals priifenswert, ob die Methimoglobinbildung, wie 
Kiister?) annimmt, die Oxydation einer Ferrostufe im Hamo- 
globin und Oxyhimoglobin zur Ferristufe darstellt, der also 
eine Reduktion der methimoglobinbildenden Substanzen ent- 
sprache. 

Der Nachweis solcher Reduktionsprodukte bei 
Reagenzglasversuchen, die ja allein fiir diese Frage zu ver- 
werten sind, ist unseres Wissens bisher nur fiir die Met- 


1) Lipschitz, Diese Zs. Bd. 109, H. 5 (1920). 
*) Diese Zs. Bd. 66, S. 165 (1910); Bd. 110, S. 107 (1920); Bd. 121, 
S. 121 (1923); Chem. Ber. Bd. 53, S. 627 (1920). 
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himoglobinbildung durch Ferricyankalium gelungen, bei der 
v. Reinbold?) im Dialysat eine Ferroverbindung fand. 

Ks scheint auch nach den Untersuchungen von Manchot? 
und der kiirzlich veréffentlichten Mitteilung von H. Fische; 
und Schneller’) nicht an Griinden zu fehlen, die eine de 
Kiisterschen Auffassung entgegengesetzte als méglich er. 
scheinen lassen, so daB der Vorgang der Methimoglobinbildung 
noch umstritten und eine endgiiltige Klirung bis zur voll. 
endeten Konstitutionsermittlung des Blutfarbstoffs und 
seiner Derivate kaum zu erwarten ist. 

Kinen dritten, methodisch wichtigen Weg, der Frage niher 
zu kommen, bildet die besonders von Heubner‘) ausgefiihrte 
Prifung von kérperfremden Stoffen unter Ausschluf 
von Sauerstoff auf ihr Methimoglobinbildungsvermégen, 
wobei sich ergab, daB Hydrochinon und Aminophenole auBer- 
stande sind, mit reduziertem Himoglobin erkennbar zu reagieren, 
daB aber Chinon, Nitrit und Hydroxylamin (Letsche5) auch 
unter den erwihnten Bedingungen prompt den Blutfarbstof 
in seine biologisch unbrauchbare Form umwandeln. 


1. 

Wenn auch derartige Untersuchungen an der Schwierigkeit 
leiden, da8 nur relativ wenig geeignete Substanzen mit aus- 
schlieBlich reduzierenden oder oxydierenden Wirkungen sich 
finden lassen, wurden im folgenden doch einige ausgewiahlt. 
bei denen der Ausfall der Priifung fiir Klirung des Wesens 
der Methimoglobinbildung niitzlich zu werden versprach. 

Als vorwiegend bei SauerstoffabschluB reduzierende Sub- 
stanzen sind Hydrazobenzol, #-Phenylhydroxylamin und 
Arsenwasserstoff zu betrachten: 

Hydrazobenzol zerfallt katalytisch nach den Untersuchungen 
von H. Wieland®) in zwei Phasen: 





') Diese Zs. Bd. 85, S. 250 (19183). 

*) Diese Zs. Bd. 70, S. 230 (1910); Liebigs Ann. Bd. 370, S. 241 (1909). 
°) Diese Zs. Bd. 128, S. 230 (1923). 

*) Arch. f. exper. Pathol. Bd. 72, S. 241 (1918). 

5) Diese Zs. Bd. 76, S. 243 (1912); Bd. 80, S. 412 (1912). 

‘) Chem. Ber. Bd. 48, S. 1098 (1915). 
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3. C,H,NH = NHC,H, — C,H,N = NC,H,; + H, 
II. C,H,NH = NHC,H, + H, aoe 2C,H;NH, ; 


hot? : es ist zu erwahnen, daB Reaktion I. mit meBbarer Geschwindig- 
cher —F keit, Reaktion IJ. momentan verlaiuft, und daB bei beiden 
der F keine Gelegenheit zu Oxydationen gegeben ist. 

Den Fir @-Phenylhydroxylamin ergaben zahlreiche eigene 
dung [fF Versuche, Anilin oder Hydrazobenzol als Reaktionsprodukt 


























wave Wee 
5 ee annenee nell alte 


voll. JF bei der Methimoglobinbildung nachzuweisen, stets ein negatives 
und 4 Resultat; also scheint das O-Atom nicht unmittelbar wirksam 
; zu werden. 

ther — Bei AsH, ist keine Moéglichkeit zu Oxydationswirkungen 

ihrte JF vorhanden. 

lus | Unter diesen Umstiinden scheint die Feststellung von Be- 

gen, j deutung, daB bei allen drei Substanzen — ebenso wie Hydro- 

Ber- JF chinon und Aminophenol — bei Vermischen mit reduziertem 4 


ren, JF Himoglobin jede Methimobinbildung ausbleibt, bei Zutritt von 1 
auch fF Sauerstoff jedoch rasch meBbar wird. Diese Tatsache ebenso 
stoti ] wie die weiterhin zu erwihnenden Beobachtungen iiber die 
‘ Methimoglobinbildung durch Hydroxylamin sprechen durchaus 
| fir die Beteiligung des Sauerstoffs bei dem Vorgang und fir 


keit | die Kiistersche Auffassung des Methimoglobins (Fe™) im Ein- 

Al _ Kang mit der seit langem bekannten Fiahigkeit typisch oxy- 

sich dierender Substanzen wie Ferricyankalium, Kaliumpermanganat 

lt ; oder Benzochinon, Methimoglobin zu bilden. Man stellt sich 

ain die Reaktion aller drei Substanzen ($-Phenylhydroxylamin, | 
_ Hydrazobenzol, Arsenwasserstoff) mit Sauerstoffhimoglobin 

=" _ zweckmiBig wohl derart vor, daB bei ihrer Autoxydation 

ind gleichzeitig eine Oxydation des Fe-Atoms im Blutfarbstoff 
| zur Methimoglobinstufe stattfindet —, eine Auffassung, der =: 

iu ' Heubner?) auf Grund z. T. ganz entsprechender Versuche De 3 
_ kirzlich Ausdruck gegeben hat. Wie er, stellte tibrigens auch ’ 
' der eine von uns schon vor mehreren Jahren fest, dab 
Fim UberschuB vorhandenes £-Phenylhydroxylamin einmal ge- 

“9: JF bildetes Methimoglobin weiter in reduziertes Himoglobin ver- 











| wandelt. 


') Arch. f. exper. Pathol. 1923, Bd. 100. im Druck. 
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Auffallend erscheint dagegen, daB das von uns gepriifte sub. 
stituierte Isomere des Phenylhydroxylamins, Dimethylanilinoxy4 
CH, 
<< 
nicht imstande ist, Oxyhimoglobin in Methimoglobin umzv. 
wandeln; wird doch die Fahigkeit dieser Substanz, in Valenz. 
vermehrung bestehende Oxydationen herbeizufiihren, z. B. durc) 
die von A. Gutmann?) gefundene Umwandlung von arseniger 
Saure in Arsensiaure illustriert. 

In diesem Zusammenhang schien es uns niitzlich fest. 
zustellen, ob die besonderen Spannungsverhiiltnisse von aroma. 
tischen Ringen, z. B. des Chinons, fiir die Methiamoglobinbildung 
von Bedeutung sind: Es ergab sich aber, daB dem Chinon, 
seinem Monoxim (Nitrosophenol) und Dioxim eine stark fallende 
Blutgiftigkeit eigen ist, die nach Erdmann und Vahlen’ 
z. B. dem Chinondiimin véllig fehlt. Umgekehrt wird Chinon 
an Blutgiftigkeit weit von Chinonchlorimin 

fain 
O 7 NCl 


iibertroffen, wahrend ihm Phenanthrenchinon darin 4hnelt. 


2. 


Die Bedeutung des Sauerstofis bei der Umwandlung vor 
(Oxy-) Hamoglobin in Methimoglobin trat weiter bei erneuter 
Untersuchung der Reaktion zwischen Hydroxylamin und Blut: 
farbstoff hervor, iiber die schon ausfiihrliche Versuche vou 
Letsche*) und Heubner‘) vorliegen. Beide Autoren stellten 
fest, daB auch bei ginzlicher Abwesenheit von Sauerstofi 
Methimoglobin in reichlicher Menge auftritt; Letsche, der 
die Reaktion genauer verfolgte, fand, daB die Umwandlung 
bei einem Verhiltnis von 2 Mol Hydroxylamin zu 1 Mol Oxy- 
hamoglobin nahezu quantitativ verliuft, und da8 im wesent- 
lichen dabei nicht Sauerstoff, sondern gasférmiger Stickstoti 





1) Chem. Ber. Bd. 55, S. 3010 (1922); Bd. 58, S. 444 (1920). 
2) Arch. f. exper. Pathol. Bd. 53, S. 401 (1905). 

8) a.a.Q., S. 252. 

4) a. a. O., S. 252. 
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‘sub. [zu etwa 40°/, der Theorie entsteht. Letsche stellte sich 
Oxyd "seine Bildung’ so vor, daB das Oxyhimoglobin NH, -OH 
‘um N, oxydiere. Mit der unbefriedigenden Ausbeute an N 
‘wurden aber ihm schon Nebenreaktionen wahrscheinlich, 
‘fir die Heubner ein hypothetisches Beispiel summarischer | 













































































mz. 
1... formulierung angab: 2HbO, + 4NH,OH = NH,NO, + N, + 
we '9Hb-OH + 3H,O und damit die Vermutung aussprach, dab 
"j * ‘Hydroxylamin z. T. reduziert werde — entsprechend den Ver- 
. ‘suchen Habers’) mit alkalischen Loésungen von Fe"-Salzen 
fost. ge Unter Kinwirkung von Hydroxylamin, wobei Umwandlung in 
- Fe" unter nahezu quantitativer Bildung von NH, erfolgt. 
oma: . , ° . ° ‘ 
a Ks ergab sich nun in der Tat beim Zusammenbringen 
ung 3 . . - . : 
‘non, V2 Hydroxylamin mit Blutlésungen, daB Ammoniak in noch 
f& reichlicherer Menge entsteht, als der obigen Formel von | 
ende q ” | 
fen? ; Gebcldetes Nit, atts SOmIN FH. OH FICl, 
non 3 —_ V40 LOSUIG +2 Afol 
: | 
: re oe on 
- ar | ! 
C —_— ———e 
f 4 F it. | 
3}+ 441+ | 
2 i fa | | 4 
7 a 
| | “e 
uter ~---: reduztertes Hb ue ; 
ute : Oxyhdimogtobin : 
voll i Fig. 1. 2 
liten Heubner entspricht; die NH,-Bildung hangt von der Menge “ 
stot des Blutfarbstoffs in der Weise ab, daB bei konstant gehaltener { 
det fF Hydroxylaminmenge das Maximum an NH, schon bei einem 
lung  Verhiltnis von 2 Mol Hydroxylamin:1 Mol HbO, nahezu er- ' 
Jxy- reicht wird und bei weiterer Steigerung der Hamoglobinmenge 
ent- ' bis zu einem Verhiltnis von 1:1 Mol sich nur mehr ganz 
stot! | unwesentlich erhéht. Die maximale Ausbeute betragt 33°/, 


der Theorie. Von Interesse ist, daB ganz entsprechende Re- 
' sultate bei Anwendung von reduziertem Himoglobin und sauer- 


1) Chem. Ber. Bd. 29, S. 2444 (1896). 
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stoffbefreiten Hydroxylaminlésungen erhalten wurden, daB dan) 























































































































Sun 
aber die maximale Ausbeute an NH, fast 50°/, der Theorie betrug, in 

Jedoch ergab die genauere Untersuchung der Reaktion 
daB die bisher geiuBerten Auffassungen heziiglich ihres Mecha. kat 
nismus irrig sind, und daf bei der Wirkung dieses Blutgifte: B;, | 
keine stéchiometrisch formulierbaren Beziehungen vorhandey Sel 
sind. Variiert man nimlich bei konstanter Menge des Blutfarl. JB yy 
stoffes die Menge des zugesetzten Hydroxylamins von 2—20 Moi, ilo! 
so steigt proportional die Menge gehildeten Ammoniaks: ospr 
gebitdeles WH, i tal} 
set V4OLOStULG , 1 , | : dar 
“i rai ae aS RR er 
52 - ! + —j__f} unc 
St : ele Mae VOL 
ss ies presen | ge | 
it in 1 aie | ) ree " 
SE Seles he Mees at ae ose 
L8}— — pe ‘ ae x i‘: : hye 
od on — . a p bil 
| a pTe 
oe £3. 
N | : dey 

l ae 

a 20d te “arly ' P tas 
Hb 5 ie 
Fig. 2.*) 5 au 
p ist 
Weiter erwies sich diese Ammoniakbildung als unabhingig J od 
von der eigentlichen Methamoglobinbildung: Wurden niamlich & 1 
auf Blut, das durch 4 Mol Hydroxylamin vergiftet war und J ak 
‘/,—2 Stunden gestanden hatte, nachtriglich nochmals 4 Mol Al 
Hydroxylamin '/, Stunde lang einwirken gelassen, so fand sw 
sich eine unverminderte Mehrbildung von Ammoniak. Die . 
*) Anmerkung bei der Korrektur: Bei fortgesetzter genauerer Unter ‘ sic 
suchung ergab sich spiiterhin, daB die NH,-Bildung nicht genau pro- m 


portional der angewandten Hydroxylaminmenge ist, sondern in einer 
schwach gekriimmten Kurve hinter der graden Linie zuriickbleibt. 
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7 ; fassung erscheint nun die ‘T'atsache schwer vereinbar, dab 
-auch «-Methylhydroxylamin ein starker Methimoglobinbildner 
ist, denn nach seiner Formel NH,-OCH, ist eine Ablésung 
oder Reduktion des an N und © gebundenen Sauerstoffatoms 
“nicht recht vorzustellen. Wenn also noch immerhin eine Re- 
-aktion des Kérpers mit Oxyhimoglobin auf dem Wege einer 
: Autoxydation und gleichzeitigen Methimoglobinbildung a priori 
‘udglich erscheint, so fehlt doch jede ungezwungene Erklarung 
“tir die prompte Methamoglobinbildung auch aus reduziertem 
-Himoglobin, die durch eine Reihe von positiven Versuchen 
‘sicher gestellt wurde, und fiir die wir das uns von dem Dar- 
: ‘teller, Prof. W. Traube?), selbst freundlichst iiberlassene 
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icumme dieser Beobachtungen spricht dafiir, daB es sich um 
einen durch den Blutfarbstoff — nicht durch Serum oder 
‘Froschmuskulatur, wie durch Versuche bewiesen wurde — 
‘katalysierten Zerfall des Hydroxylamins handelt, wie er 
hia bei héheren Temperaturen auch spontan vor sich geht — 
‘yielleicht im Sinne der typischen Formel: 3 NH,-OH -> N, + 
NA, + 3H,0, fiir welche die bei Verwendung von Onslitaaes 
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jelobin er iia maximale Ausbeute von genau 33 °/, der Theorie 
‘sprechen kénnte. In den Verlauf dieses von Himoglobin ka- 


Halysierten Zerfalls, der ja eine gekoppelte Oxydoreduktion 
' darstellt, scheint die Methimoglobinbildung eingeschaltet zu 
‘sein, — wenn auch die Verkniipfung noch undurchsichtig ist 
‘und besonders durch die Beobachtung der bei Ausschaltung 
‘von Sauerstoff bis fast 50°/, gesteigerten NH,-Ausbeute sich 
Fals solche kennzeichnet. 


Jedenfalls wird dadurch die T'atsache der Erklirung niher 


-gebracht, daB einerseits Hydroxylamin — nicht aber £-Phenyl- 
hydroxylamin — in Wasserstoffatmosphire zu Methiimoglobin- 
bildung befihigt ist, andrerseits Hydroxylamin zum erheblichen 
Teil dabei reduziert wird, bei Phenylhydroxylamin umgekehrt 
der Nachweis dafiir nicht erbracht werden konnte. 


3. 
Mit obigen Beobachtungen und der Kisterschen Aut- 


') Chem. Ber. Bd. 53, Bd. 1477 (1920). 
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krystallisierte «-Methylhydroxylaminchlorhydrat teils  direk;. 
teils nach Neutralisation verwendet haben. 

Die Konstitution der Substanz geht aus ihrer Darstellung. 
Methylierung der Hydroxylamin-N-disulfosiure und nachtriig. 
licher Abspaltung der Sulfogruppen hervor und wird dure} 
folgende Reaktionen weiter bewiesen: Bildung von anti-Benzali. 
oxim-Q-methylither durch Kondensation mit Benzaldehyd, 
Bildung von violursaurem Methyl aus Alloxan, von Methoxy. 
harnstoff aus Kaliumcyanat, von Methoxyurethan aus Chior. 
ameisensdureester. Immerhin liegt ja eine abnorme Labilitit dey 
Methylgruppe und eine Wanderung von O zum N oder ein kompii- 
zierterer Zerfall dieser Substanz unter bestimmten Bedingungen 
nicht auBer dem Bereich jeder Méglichkeit, die mit chemischen 
Methoden weiter zu priifen wire. Fiir eine abnorme Konstitution 
scheint nach freundlicher Mitteilung von Herrn Prof. v. Braun 
auch die bisher nicht gelungene Kondensation des «-Methy!- 
hydroxylamins mit Schwefelkohlenstoff zu sprechen. 

Jedenfalls veranlaBt die Reaktionsfihigkeit des «-Methyl- 
hydroxylamins mit Blutfarbstoff weitere Versuche in chemischer 
Richtung, wie sie auch z. B. von A. Gutmann!) vorgeschlagen 
wurden, andrerseits in biochemischer, zu denen die Priifung 
auf Methylaminbildung gehért. 

a-Methylhydroxylamin ist ein weit schwicherer Methimo- 
globinbildner als Hydroxylamin, dieses wieder ein schwiicherer 
als 8-Phenylhydroxylamin. 

4, 

Lingere Zeit zuriickliegende Versuche iiber die Wirkung 
von aromatischen Nitrokérpern auf das Blutspektrum des lebenden 
Tieres und neuere iiber die Methamoglobinbildung durch Arsen- 
wasserstoff ergaben nun, daB der ,,Nitrobenzol-Himoglobin* 
Streifen von Filehne?’) und ebenso der durch Dinitrobenzol 


von Huber*) erhaltene zwar reproduzierbar und charakteristisch, 
aber nicht fiir die genannten Substanzen spezifisch ist. Nitro- 





1) a. a. O., 8. 254. 
*) Arch. f. exper. Pathol. Bd. 9, S. 329 (1878). 
’) Virch. Arch. Bd. 126, S. 240 (1891). 
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rekt, benzol und Dinitrobenzol scheinen nach den Angaben der Li- 
teratur den gleichen Absorptionsstreifen zu erzeugen, der von 


tung: dem einen von uns an Kaninchen und Katzen schon nach 

trig. kurzdauernder Behandlung mit m-Dinitrobenzol beobachtet | 
rureh wurde und auch mit dem durch symm. Trinitrotoluol hervor- a | 
zald. gurufenden identisch ist. In vitro konnte dieser Absorptions- 

hyd streifen von uns niemals durch Einwirkung der Nitrokérper 

auf Oxyhimoglobin erzeugt werden, doch gibt WeiBenstein 

hlor. 


an, daB er ihn bei Behandlung von reduziertem Hamoglobin 
t der mit Nitrobenzol beobachtet habe. Abgesehen von seiner Lage 
im Spektrum 2 = 612—30 wp ist der Streifen charakterisiert 





gel MF durch seine Resistenz gegeniiber Ammoniak und Schwefel- 
cher ammon, so daB seine Unterscheidung vom Methimoglobinstreifen 
ition HF = 620—40 pp) leicht gelingt. 
iat Behandelt man nun Blutlésung mit Wasserstoff bis zu 
bhyl vollstindiger Austreibung des Sauerstoffs und leitet dann lin- 
gere Zeit AsH, ein, so erfolgt keine spektrale Veranderung: 
thyl- schiittelt man weiter eine solche Blutprobe so kurz mit Luft, 
cher daB noch kaum Oxyhimoglobin auftritt, so erscheint ein Streifen: 
as! B® , = 608—25 uu, der beziiglich seiner Lage dem Nitrobenzol- | 
Fung oder von uns beobachteten Dinitrobenzolhimoglobinstreifen 
. } ganz ihnlich ist und gleichfalls auf NH,-Zusatz nicht ver- 
mH schwindet. — Bei weiterem Schiitteln der Blutprobe mit Luft 
ete" & vickt der Absorptionsstreifen weiter nach links, bis er die Stelle ) 
des Methimoglobinstreifens?) im Spektrum erreicht hat; nun- | 
mehr verschwindet er sofort durch Ammoniak. Es 1aBt sich Hl 
cung also durch Arsenwasserstoff und unvollstindige Ein- | 
iden @ “itkung von S wuerstoff in vitro ein Umwandlungsprodukt a 
sen. M “eS Hamoglobin: darstellen, das bisher als typisch fiir (Di-) a 
in | Nitrobenzol galt und fast nur im Tierversuch auftrat. Wir 
nzo|  Yetrachten dieses Umwandlungsprodukt mit dem charakte- | 
sch, Ustischen gegen Ammoniak resistenten Absorptionsstreifen 


troe ME = 608—25 wu als ein von dem Blutgift wohl unabhingiges 
Zwischenprodukt zwischen Himoglobin und Methimo- 





‘) Inaug.-Diss. Wiirzburg 1892. 
*) Vgl. Joachimoglu, Arch. f. exper. Pathol. Bd. 85, S. 53 (1920). 
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globin, ohne iiber seine Natur bisher Niheres aussagen 7, 
kénnen. In diesem Zusammenhang sei daran erinnert, da} 
R. L. Mayer?) kirzlich durch experimentelle Befunde zu de 
Annahme zweier Arten von Methaimoglobin gefihrt wurde. 
eines aktiven, reduzierbaren, dem ionisierten Ferrieisen yer. 
gleichbaren, und eines ,,inerten“, das bei der Chloratreduktio) 
nicht mehr katalytisch wirksam ist und dem basischen Ferri. 
eisen entspricht; es ist bemerkenswert, daB nach Mayer die 
beiden funktionell verschiedenen Methimoglobine — spektro. 
skopisch keine Unterschiede erkennen lassen. 


Experimentelles. 
1, Die Rolle des Sauerstoffs bei der Methaimoglobin. 
bildung?). 
a) P-Phenylhydroxylamin. 
1. Je 2 ccm detibriniertes Pferdeblut, 7 fach verdiinnt und 
himolysiert, wird mit 1 ccm einer frisch bereiteten Lésung von 
reinem §-Phenylhydroxylamin in steigenden Mengen versetit 


und 10 Minuten spiter nach passender Verdiinnung spektro- 
skopisch gepriift. 








Oxyhiimoglobin- | Methémoglobin- Himoglobin- 
Substanz mg aha os hl Pa 
Streifen Streifen Streifen 
| + + + + + 
2 4 + + 4+ 
3 (+) + + + 
6,0 +} (4+-) + + 











8-Phenylhydroxylamin wandelt Oxyhaimoglobin in Met- 
hamoglobin um; dieses wiederum wird durch iiberschiissiges 
3-Phenylhydroxylamin in reduziertes Hamoglobin iberfiihrt. 





1) Arch. f. exper. Pathol. Bd. 95, S. 351 (1922). 

*) Ein Teil der nachfolgenden Versuche fiihrte zu Resultaten, die 
mit den von W. Heubner, H. Rhode und R. Meier gleichzeitig ge: 
wonnenen identisch sind. Herr Prof. Heubner hatte die groBe Freuné- 
lichkeit, sie uns schon vor Erscheinen seiner Veréffentlichungen im 
Arch. f. exper. Pathol. zugiinglich zu machen. 
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9. Fiir die Versuche unter AusschluB von Sauerstoff diente 


folgende Apparatur: Der aus der Bombe entnommene Wasser- 


‘stoff durchstrich eine Waschflasche mit alkalischer Pyrogallol- 


‘lésung, eine zweite mit destilliertem Wasser, passierte dann 


Bi eras hela oi AL 


- auch nach 23 Stunden die Hauptmenge keine spektrale Ver- 


' zwei mit Schliff, Gaseinleitungsrohr, dicht unter der Oberfliche 
‘endendem Ableitungsrohr und Hihnen versehene Rundkélbchen 
: von 30—50 ccm Fassungsvermégen, in denen abgemessene 
’ Blutgiftmengen entgast wurden, und gelangte schlieBlich durch 
einen 1/, Liter-Rundkolben, in dem sich 250 ccm Blutlésung 
‘befanden, und der mit sehr gut passendem Gummistopfen und 
' mit Hihnen versehenen Gasleitungsrohren armiert war, zu 
einem wiederum mit Hiihnen gasdicht verschlieBbaren Spektro- 
q skopiertrog, der zwei aufgekittete planparallel geschliffene 
 Seitenwinde aus Glas trug. Das Ende der Apparatur bildete 
' eine Glaskapillare von derartiger*Weite, daB bei Offnung siimt- 
licher Glashihne ein Gasstrom von passender Geschwindigkeit 
das System durchstrich. Alle Verbindungen wurden mit bestem 
' Druckschlauch Glas an Glas hergestellt. Der Inhalt der Kélb- 


chen lieB sich durch Drehen um 180° um die horizontale 
Achse ohne weiteres durch den Wasserstoff in den Blutkolben 
vollstindig hiniiberdriicken, das Blut wiederum in den Spektro- 
skopiertrog, der vollstindig gefillt, dann beiderseits verschlossen 
wurde und nach Abnahme der Schlauchverbindungen vor den 
Spalt des Gitterspektroskops gebracht wurde. Durch vorheriges 
Hineinbringen von sauerstofireiem Wasser lieB sich eine ftir 
die spektroskopische Messung geeignete Blutverdiinnung er- 
aielen; es standen mehrere derartige Beobachtungstrége zur 
Verfiigung. 

Unter diesen Bedingungen wurde in 250 ccm Blutlésung, 
entsprechend 7 ccm defibriniertem Kaninchenblut, die ein voll- 
stindig reines Hb-Spektrum und violett-rote Farbe zeigte, 
3mg §-Phenylhydroxylamin, in 10 com Wasser gelést, hiniiber- 
gedriickt: Innerhalb von 60 Minuten keine spektroskopische 
Veriinderung. — Kine Blutprobe, mit Luft geschiittelt, zeigte 
die beiden Oxyhimoglobinstreifen matt; nach 10 Minuten he- 
gann der Methimoglobinstreifen sichthar zu werden. — Da 
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anderung zeigte, wurde nochmals eine Liésung von 6,7 » 
8-Phenylhydroxylamin in 10 ccm Wasser aus Kélbchen I durc 
Wasserstoff in den Blutkolben gedriickt, ohne daB Methim,. 
globin in einer weiteren Stunde auftrat. Dagegen bildete gic 
beim Schiitteln einer Blutprobe mit Luft bald der typiscl 
Methamoglobinstreifen: 4 = 620—45 uu. 

In einem andern Versuchsbeispiel wurden 4 ccm Meg. 
schweinchenblut auf 250 cem aufgefillt und filtriert; in di 
reduzierte Lésung wurde 4 mg f#-Phenylhydroxylamin hineip. 
gedriickt: 











nach Hb. | Oxyhb. | Methb. | Hb. | Oxyhb. | Metht, 
Blutprobe + O, 

4’ ++) = ns , oe. - 

gh a a — 2 | tt | + 4 











nach 2}/, Stunden wurden weitere 8 mg Phenylhydroxylamin 
hineingedriickt: 








jh | meee _ + + (+) | ? 
aot i | ee is neue Blutprobe + 0, 
| nach 5/ | 
} oe 1) 4 = 
Anhang. 


Krystallisiertes Dimethylanilinoxydchlorhydrat wird 2 
1°/, in Wasser gelést und mit Soda neutralisiert; davon werde 
Mengen von 0,5 und 1 ccm mit 5 ccm Pferdeblutlésung (1:7 
vermischt und bei 20° aufbewahrt. In keinem Falle tra 
Methimoglobinbildung ein, nur firbte sich das Blut etwas 
dunkler. — 


b) Hydrazobenzol. 


1. 5 ccm einer Blutlésung (Kaninchenblut 1:7) werden 
mit 0,5 ccm einer 0,15°/, igen Lisung von Hydrazobenzol m 
50°/,igem Alkohol versetzt. 


Eh, eRe ye RAE! oo i) eee 
<3 Siege ea ae 5 St IARC Ne oie TE RE 
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Uber Methimoglobinbildung. 


Nach 15 Minuten Methamoglobinstreifen + + +. 
Blutprobe + NH,: —. 


9.10 ccm defibriniertes Kaninchenblut auf 70 ccm auf- 


gefiillt, filtriert. In die sauerstoffbefreite Lésung werden mittels 

















P der geschilderten Apparatur zuerst 17 mg Hydrazobenzol, in 
© 20 ccm 57°/, Alkohol gelést, durch Wasserstoff hiniibergedriickt; 
‘ nach Hb Meth. 

f 30’ + + “* 

i 11/," + + oe 

ean + + - 

5 Blutprobe + O, 

3 Meth.-Stz. 
4 nach 15’ — 

a 1* (+) 

: gh os 

q 30° + + - 6% +++ 
P + NH, ~ 

a 

4 Anhang. 

; Die Umwandlung von Hydrazobenzol in Azo- oder Azoxy- 
_ benzol kann sein Methimoglobinbildungsvermégen in Gegen- 
_ wart von Sauerstoff nicht erklaren, da 1 ccm 0,25°/, iger Lésung 
_ (80°/, Alkohol) dieser beiden Substanzen, zu 5 ccm 1:7 ver- 
| diinntem Menschenblut zugesetzt, in 24" bei 20° kein Met- 


himoglobin erkennen 1iBt. 

Ebenso scheint p-Oxyazobenzol, zu 0,5°/, in 50°/, igem 
Alkohol gelést, unter diesen Bedingungen gegeniiber Blut ohne 
Wirkung. 


Vergleich von Chinon, Chinonmonoxim (Nitrosophenol) und 
Chinondioxim. 


Je 5cem Pferdeblutlésung (1:7) werden mit 0,5°/, igen 


: Lisungen der Substanzen in 50°/, igem Alkohol vermischt und 
‘ bei 20° stehen gelassen. 


Hoppe-Seyler’s Zeitschrift f. physiol. Chemie. CXXXII. 18 
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Zeit Chinon Monoxim Dioxim 
ecm =s« 0,1 1,0 0,5 1,0 
Methimoglobin-Str. 
0,5’ (+) — ‘one 
1,5’ r+ (+) — ihe 
2,5" +++ + _ — 
3° ++ — _ 
6’ aia nie 
7,5’ ? _ 
10’ +++ (+) — 
11’ oe sid 
19’ +++ - 
50’ ~ 
56’ 2 
68’ (+) 
72’ + 
80’ + 
100’ do he 











Chinondiimin ist nach Erdmann und Vahlen blut. 


unwirksam. 


Phenanthrenchinon ist von dhnlich starker Blutgiftig. 


keit wie Benzochinon. 


Vergleich von Chinon und Chinonchlorimin. 
Je 5ccm Pferdeblutlésung (1:7) werden mit 1°/,,i 
wiBrigen Lésungen versetzt und bei 20° aufbewabhrt. 














NL. s . ° 
al Chinonlésung Chinonchlorimin- 
Zeit lésung 

0,25 cem 0,25 eem 
! |Meth-Str.? _ Sie pase aarte 7 
ca ++++ 
0,3 ecm | 0,1 eem 
1/9’ (+) eh 
9’ - 
0,25 ecm | 0,05 cem 
: (+) (+) 
31, + + 
5” + rt 








Chinonchlorimin wirkt also rund 5 mal so stark wie Chinon. 


igen 
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' c) Arsenwasserstoff. — Der Absorptionsstreifen von Filehne. 


Durch den Blutkolben, der mit einer Auflésung von 7 ccm 


' defibriniertem Kaninchenblut in 250 ccm destilliertem Wasser 
' beschickt ist, und den hinter ihm angeschlossenen, zu drei Viertel 
‘mit Wasser gefiillten Spektroskopiertrog wird 20 Stunden ein 
‘langsamer Strom von reinem Wasserstoff geschickt. Danach 
zeigt eine Blutprobe den reduzierten Hb-Streifen. Nun wird 
‘der Wasserstoff durch Arsenwasserstoff verdringt, der nach 
Joachimoglu?) bereitet wurde. ) 


Nach 2 stiindiger Sattigung zeigt das Blut violette Farbe 


‘mit einem Stich rosa. Spektroskopisch ist nur der Hb-Streifen 
"imu beobachten. — Kein Methimoglobin. Eine Blutprobe 
‘wird ganz kurz mit Luft geschiittelt: Farbe dunkelbraun. 
| Spektroskopisch: Der Hb-Streifen mit leichter Aufhellung in 
‘der Mitte; also viel Hb, sehr wenig Oxyhimoglobin. Daneben 
ein neuer, scharf begrenzter Absorptionsstreifen 4 = 612—30 uu, 
'der auf NH,-Zusatz nicht sofort verschwindet, sondern 


ganz allmahlich verblaBt. Bei weiterem Sauerstoffzutritt — 


' besonders bei Schiitteln — riickt der Streifen an die Stelle des 
' Methimoglobinstreifens 4 = 620-45, wihrend die Oxyhimoglobin- 
streifen immer deutlicher hervortreten, und ist nun gleich dem 
Methiimoglobinstreifen héchst empfindlich gegen NH, geworden. 


Streifen von der gleichen spektralen Lage und der gleichen 


} Resistenz gegeniiber Ammoniak wurden im Jahre 1918 im 
| Blut von Tieren beobachtet, die mit aromatischen Nitrokérpern 
> behandelt waren. 


Protokolle: 1. Kaninchen von 1320 g (Haimoglobin nach 


| Sabli 50°/,) erhalt 0,1 g m-Dinitrobenzol in 10 ccm Gummi- 
' lésung mit der Schlundsonde. Nach 24 Stunden Himoglobin 
/26°/,, Blut gerinnt sehr rasch, spektroskopisch ein Streifen 
|i. = 612-20 up. Nach 2 weiteren Tagesgaben von 0,1 g Dinitro- 
| benzol stirbt das Tier am dritten Tag, wird sofort seziert; im 
| Herzblut der gleiche Absorptionsstreifen. 


2. Katze von 2000g zeigt 24 Stunden nach Verfiitterung 


} von 0,02 g Dinitrobenzol im Ohrvenenblut einen dunklen 
| Streifen 2 = 590-630 uu, der auf NH,-Zusatz erhalten bleibt. 


') Arch, fiir exper. Pathol., a. a. O. 
18* 
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3. Kaninchen von 1400 g erhilt mit der Schlundsonde 
0,5¢g Trinitrotoluol. Nach 24 Stunden im Ohrvenenblut oj 
Streifen A = 614-627 un. 

Ks ist also wahrscheinlich, daB die beobachteten Streife, 
identisch und unabhingig von dem sie erzeugenden Blutgift sind, 


2. Die Reaktion zwischen Hydroxylamin und Blut. 
farbstoff. 


Zur Klarung der Reaktion diente die quantitative Ammoniak. 
bestimmung im Blut, die in Anlehnung an die Vorschriften 
von Kriiger-Reich-Schittenhelm ausgefiihrt wurde. Die 
Blutlésung wurde in einen 2 Liter fassenden Vakuumkolben 
iiberfiihrt, der mit Kapillare, Tropftrichter und in Schwefel. 
siure eintauchendem Destillationsrohr versehen war, mit 100s 
reinem Kochsalz und 1g trockner Soda vermischt und be 
10—20mm Druck und 40° nicht iibersteigender Wasserbad- 
temperatur destilliert. Die durch die Kapillare streichende 
Luft wurde durch konzentrierte H,SO, von Ammoniakverunreiti- 
gungen befreit; als Vorlagen dienten drei hintereinander ge. 
schaltete 100 ccm-Saugflaschen, die zusammen meistens 25 ccm 
n/40-Schwefelsiure und die nétige Menge Wasser enthielten 
und sorgfaltig gekiihlt wurden. Stirkeres Schaumen wurde 
durch einige Kubikzentimeter Kaprylalkohol verhindert, der 
durch den Tropftrichter zugefiigt wurde. Nach Beendigung 
der Destillation wurde die Saure in den Vorlagen mit n/40-Kali- 
lauge unter Verwendung von Methylrot titriert. Die Titer- 
abnahme ergab die Menge des iibergegangenen Ammoniaks. 

Kontrollanalysen: Von einer 1°/,,igen Lésung reinen 
Ammonsulfats, von der also 1 ccm 0,607 ccm n/40-NH, ent 
spricht, wurden zugefigt 





gef. 
zu ecm ecm n/40-NH, 
0,08 
100 cem aq. 0 — 
0,65 
100 1 . 
a? iu 0,607 
1,48 
ws. x 2 — 

































Uber Methimoglobinbildung. 





: ef. 
onde zu ecm ecm n/40-NH, s 
ee ber. 
on 2,38 
: 0 4 es 
em 2 2,428 
eifen 2,44 
elfen : 100 » 5; 4 ae 
Sind, 2,425 
; 3,24 
4 1 lf 5 ae 
wl q 250cem 10°/, Blutlésung 0 0,34 
. 1.27 :| 
2 «ar 2 ee 4 
| 1,214 3 
niak. 


Da sich weiter zeigte, dab zugesetztes Hydroxylamin unter 


4 diesen Bedingungen % 2. mit uibergeht und Titerabnahmen be- 4 
oie p wirkt, die nicht auf Ammoniak fallen, wurde eine Trennung 4 
vefel p dieser beiden Substanzen entsprechend dem Vorgehen von 4 
1008 ' Haber mittels Permanganat bewirkt; dadurch wird Hydroxyl- 
| bes We amin momentan oxydiert, Ammoniak nicht angegriffen. Wir 
bad. 1 behandelten also das Hydroxylamin und Ammoniak enthaltende, 
end: in n/40-Schwefelsaiure aufgefangene Destillat mit 1 ccm n-H,SO, 
ein. 1 und so viel n/10-KMnO,, dab eine 10 Minuten lang dauernde 
~~ Rotfirbung erhalten blieb, wozu bei den Blutversuchen 1— 3 ccm 
con a ausreichten, und redestillierten diese Lésung nach Alkalisieren | 
elten mit wiederum 1 g Soda und Zusatz von 15g Kochsalz unter | 
vurde We vermindertem Druck in titrierte n/40-Schwefelsiure, deren 
der Titerabnahme nunmehr ausschlieBlich durch Ammoniak be- 
| — wirkt wurde. 
oe Kontrollanalysen: 
Kali- : Nach Behandlung mit 
‘iter. und 1°/,, | Permanganat und Re- 
ks : zugefiigt zu — Hydroxyl- (NH,),SO,- destillation. 
* 4 aminchlorhydrat Lisung | _ gef. 
nel ecm n/40-NH, ~— 
ent. 4 0.03 ” 
| 100cem aq. 50 0 — 
1,31 
100, i 30 2 914 
2.59 
100 ; 50 4 2 428 
2,57 
i» 0 4 Dive 


Nachdem durch diese Vorversuche die Methode sich als 
| geeignet erwiesen hatte, wurden die Versuche mit Blutlésungen 
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unter Hydroxylaminwirkung durchgefihrt, wobei die Methiimo. 
globinbildung spektroskopisch kontrolliert wurde. Fiir die Ver. 
suche mit reduziertem Haimoglobin diente die unter La (S. 261) 
angegebene Apparatur, wobei im KélbchenI die Menge n/40-KOH 
entgast wurde, die fiir Neutralisation der im Kélbchen IT ent. 
haltenen Hydroxylaminchlorhydratlésung als notwendig fest. 
gestellt worden war. 


a) 


und Befreiung von Sauerstoff. 
(Fig. 1 S. 255.) 


) Abhingigkeit der gebildeten NH,-Menge von Blutmeng 





Blutlésung 
<= 
| o 1B 
BE 
S 

Art | = | Be 

| o 

ieem | 4 
Pferd . . . | 250/109 
, Oxyhb.. |250! — 
Hb . . (250) — 

»  Oxyhb ae a 
« me. | 250; — 
Rs sian i. 
Hund . . | 250 | 10°/, 
» Oxyhb | 250 | —- 
» Hb. }250} — 
Pferd . . . | 250/109, 
Oxyhb.. | 250) — 

s 500 | — 
oe }250); — 
Hund . . 250 | 10%, 
, Oxyhb 65) — 

’ ” | 250 | cm 
» a... eS a. 
» Oxyhb.. | 65) — 
}125) — 

re » » | 250) — 
Pterdeserum | 50 | 50°/, 
50 | 50°, 


” 











. ‘Hydroxyl- 


aminchlor- 
hydrat, neu- 
tralisiert, als 
1°/o, Lésung 
zugesetzt 
mg 


0 
30 
30 
30 
30 

















Einwir- | ‘Titer- eg 
es NH. 
kungs- | abnahme Gn rai 
dauer vor] der n/40- /40- 
Salzzusatz} H,SO, I : | 
403ung) 
Min. 
i“ 0,4 ane 
30 5,76 5,36 
30 1,47 7,07 
120 6,0 5,6 
30 8.3 7.9 
~ 0,25 — 
30 5,28 5,08 
30 1,71 7,46 
_ 0,42 ~ 
30 5,65 5,28 
30 5,86 5,44 
30 8,10 7,68 
— 0,34 ae 
30 3,04 2.95 
30 5,16 4,82 
30 7,72 7,38 
30 3,08 2,95 
30 3,72 3,55 
30 5,03 4,69 
_ 0,51 — 
30 0,65 (0,14) 
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| er 4 Blutlésung 
. 261) 5 ei 
-KOH 2 
[ ent. 3 
- Art Ss 
fest. 
7 ccm 
B Hundeblut. . | 65 
neng a 
ge : ,  Oxyhb.| 65 
; oa 125 
7 ‘a 250 
= q re 500 
| i Hb.. | 500 
ilde | 
; NH, 
. Cem | 
wd Prerd .. 125 
f a 
ung Oxyhb. : 125 
: 250 
af | 500 
36 ; | 
§ 7 } 
56 


Konzentra- 


tion 





-Hydroxyl- 
aminchlor- 


‘| hydrat, neu- 


tralisiert, als 
1 °/o, Lésung 
zugesetzt 
mg 


(Fortsetzung.) 


Einwir- 
kungs- 
dauer vor 
Salzzusatz 


Min. 














Titer- 
abnahme 
der n/40- 

H,SO, 


0,10 
3,03 
4,32 
5,42 
5,48 
8,92 


0,11 
4,34 
5,40 
5,80 


gebilde- 
tes NH, 
(in cem 
n/40- 
Lésung) 


2,93 
4,12 
5,02 
4,68 
8,12 
Ausbeute : 
47,04 °/,, 


Ja. Theorie 


4,28 
5,29 
5,69 


Ausbeute: 
33 *, 





d. Theorie 


9 |p 2) Abhingigkeit der NH,-Menge von der Menge zugesetzten 





Hydroxylamins. (Fig. 2 S. 256.) 











03 ; Blutlésung 
46 aes ate «ine 
rr 
” | 2 \% 
Art i2|ss 
23 |= |ae 
44 |cem | 12 
68 | 
Hund Oxyhb.. | 250] 10°/, 
i? ; 250; — 
95 250; — 
82 9 ” . 250 ti 
a Hundeserum 50 | 50°/, 
" e | 50150°/, 
5 —_ ———— 4 
69 | Pterd Oxyhb.. | 250] 10°/ 
— a , 250| — 
- , 1250! — 
14) | 





Hydroxyl- 
aminchlor- 
hydrat 


mg 





Einwir- 
kungs- 


dauer 


Min. 





Titer- 
abnahme 
der n/40- 

H,SO, 


0,40 


2,50 
5,25 
6,64 
0,09 
0,32 
0,34 
2,47 
5,62 





10,92 


ge bilde- 
tes NH, 
(in com 
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(Fortsetzung.) 
Blutlésung gebilde. 
ee ht Hydroxyl- | Einwir- Siher- tes Ni. 
2 i1¢£ italia: © & abnahme |. ' 
= |= | amuinchlor- ungs- gers (in cem 
Art s |e hydrat dauer n/40- 
ae H,SO, Li: 
|cem| 4 mg Min. ies 
Pferd Oxyhb.. | 250 | 10°/p 0 — 0,9 - 
b i + = 30 30 5,95 5,05 
250 45 30 9,65 8,75 
Z » + |250) — 60 30 13,23 12,33 
“ oe | 250| — 120 30 23,72 22.82 
Pferd Oxyhb.. | 250 | 0 _ 1,12 : 
™ is 250° 60 30 14,0 12,88 
4 9 250; -- 120 30 22,8 21,68 
" » «+ | 250) — 300 30 37,9 36,78 














y) Durch Methimoglobin katalysierte NH,-Bildung. 





















































z Hydroxyl- 
Blutlésung . we 
aminchlor- ae ; gebilde- 
hydrat, neu- Einwir- | Titer- tes NH, 
So | £ tralisiert, als Aten all Seo (in ecm 
Art = | gs 1°/oo Lésung ‘amd nee pe - “| 1/40 
a“ | zugesetzt alzzusatz) H,SO, Lésung) 
eem | mg Min. 
Pferd Oxyhb, . 250 10°, 0 _ 1,12 “ 
»  » See 60 30 14,0 12,88 
250| — 120 30 22,8 21,68 
a 250) — 60 30 
spektrosk. 
zu dem dunkelbraunen Meth.+++ 
Blut nochmals 60 30 22,9 21,78 
Pferd Oxyhb. . | 250 | — 120 30 23,48 22,36 
2 250| — 120 120 19,7 18,58 
E s . 60 60 
zu dem dunkelbraunen Meth.+++ 
Blut noch 60 30 20,4 19,28 
Pferd Oxyhb.. | 250| — | 60 120 
zu dem dunkelbraunen Meth.++- 
Blut noch 60 30 22,9 21,78 


ies tient acta a a TIO kt ss ik er 
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Der Zeitpunkt des Zusatzes der zweiten Halfte Hydroxyl- 
‘amin ist in allen Fallen fir die Ammoniakausbeute ohne Be- 
} deutung; damit erweist sich die NH,-Bildung unabhingig 











NH : : " ; 
L com fe davon, ob das Hydroxylamin mit Haimoglobin oder 
/4o- [E Methimoglobin in Berthrung gebracht wird. Z| 
sure) 6) Blutwirkung der Hydroxylaminosulfosiuren. 
; F Die untersuchten Priparate wurden uns in reiner, frisch 
05 [ dargestellter Form von Herrn Dr. F. Raschig freundlichst : 
3,75 ' iberlassen, wofiir wir ihm auch hier herzlichen Dank sagen. 
bs ’ 
ys 3 é ; = 
— : Je 5ccm Meerschweinchen-Blutlésung (1:7) werden mit 
82 &g y/ ‘ . 
> je | com der 1°/, Lisung versetzt und bei 20° aufbewahrt: . 
(88 4 Hydroxylamin-tri- -i-disulfosanres bas. ee 
68 : sulfosaures Kalium Kalium 2 (KSO,): N- OK | 
g i sa 
“ & Meth.- St ’ 0 0 
. = ag, mit n/10 H,SO, 
Rag neutralisiert 
30 Min. 0 


ilde- ; 3. a-Methylhydroxylamin als Methamoglobinbildner. 





























NH, Zur Verwendung kam das krystallisierte Chlorhydrat, das 
con von W. Traube?) rein dargestellt war. 
40 E ‘ si 
unz) JE 2) Vergleich der Wirksamkeit von Hydroxylamin und ¢-Methyl- 4 
hydroxylamin gegeniiber Oxyhimoglobin. 
s 20mg Hydroxylaminchlor- | 2° ha — lhydroxyl- : 
88) HF Meth.-Str. er- | hydrat mit 4,5 cem n/40- o 40-K¢ H y oa mit 9 ccm 
68 | kennbar nach | KOH und 5,5 cem aq. neu- n/40-KOH und 6 ccm aq. 
; : «as “s 90) 3 neutralisiert. Loésung : 
> Minuten tralisiert. Lésung 2°/ ig. , ; 
: 1,33 °/ 0018: ‘ 
‘ Zusatz [zu je 5cem Pferdeblutlésung(1:10)] von ecm Lésung £ 
3 05 O2 o1 00 | £4410 OF Of PY 
_ 0 + a 
7 Mi, $ 3 
36 ; 1 : }- : 
53 Oe 3 + (+) 4 
7 4 + 
q D + | 
96 | a + + ; 
“ § 20 (+) ‘ 
25 ~ i 
30 ++ { 
g — | i 
: ') Chem. Ber. Bd. 53, S. 1477 (1920). 
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Werner Lipschitz und Jakob Weber, 


Hydroxylamin ist ein 10—20mal so kriftiger Methimo. 
globinbildner als sein a-Methylderivat. 
a-Methylhydroylamin-monosulfosaure 
Kalium (Traube) bildet in Oxyhimoglobinlésung withrend be. 
grenzter Zeit kein Methimoglobin. 


Anhang: 


b) Wirkung von «-Methylhydroxylamin auf reduziertes 
Himoglobin. 


Die Versuche werden mit der S. 261 geschilderten Appa- 


ratur ausgefiibrt. 








Blut Durchperlung 
mit H, 
3cem Kan.Sedi- 
ment: 250 cem | 16": reines Hb. 
aq. 
desg]. 20°: reines Hb. 
7 cem  defibr. 
Kan.-Blut: {| 16°: reines Hb. 
250 cem aq. 
desgl. 16": reines Hb. 
desgl 15": Hb. 
desgl 20°: Hb. 








Zusatz 


9 mg Chlorhy- 
drat: 20cem aq. 


20mg: 10 ccm 


aq. 


24,5mg: 10cem 
aq., mit 10 ecm 
Soda neutra- 
lisiert 
00mg: 10ccemaq. 
mit 10cem Soda 
neutralisiert 


o2mg: 10cem aq. 
mit 10eemSoda 
neutralisiert 


50mg: 10cemaq. 
mit 10cem Soda 
neutralisiert 





Spektroskopische 
Beobachtung 


nach 5 Min. reines Hb. 
» 56 Stdn. 


Meth.-Str.(+) Hb. + 


nach 5 Min. Meth. 
Str. + Hb, + 

nach 25 Min. Meth. 
Str. +--+ Hb. + 


nach 2?/, Min. Meth. 
Str. + Hb. + 

nach 22 Min. Meth. 
Str. ++ Hb. + 


Blut sofort sehr dunkel 


nach 15 Min. Meth. 
Str. +++ 
nach 38 Min. Meth. 


Str. ++ Hb. + 
nach 45 Min. Meth. 
Str. ++ Hb. + 


nach 2 Min. Meth. 
Str. (+) 
nach 2 Stdn. Meth. 





Str. + + 
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In jedem Falle wurde trotz strenger Ausschaltung von 


| Sauerstoff durch @-Methylhydroxylamin oder sein Chlorhydrat 
Methimoglobin gebildet. 


Zusammenfassung. 
1. §-Phenylhydroxylamin, Hydrazobenzol und Arsenwasser- 


' stoff bilden nur bei Zutritt von Sauerstoff Methimoglobin, ver- 
indern dagegen reduziertes Hamoglobin nicht. #-Phenyl- 
| hydroxylamin im Uberschu8 verwandelt Methimoglobin weiter 
» in reduziertes Haimoglobin. 


Dimethylanilinoxyd, Azo-, Azoxybenzol und p-Oxyazobenzol 
sind ohne unmittelbare Blutwirkung. 
Chinon, Chinonmonoxim (Nitrosophenol) und -dioxim wirken 


in absteigender Starke methimoglobinbildend; Chinonchlorimin 
| ist dagegen etwa 5mal so blutgiftig wie Benzochinon selbst, 
| dem wieder Phenanthrenchinon nahe steht. 


2. Hydroxylamin zerfallt unter der katalytischen Wirkung 
des Blutfarbstoffes bei 20° rasch in Stickstoff und Ammoniak, 
dessen BildungsgréBe quantitativ bestimmt wurde: Sie hingt 
von der Menge anwesenden Himoglobins ab und erreicht bei 
einem Verhiltnis von 2 Mol Hydroxylamin: 1 Mol Himoglobin 
nahezu ihr Maximum; dieses betriigt bei der EKinwirkung von 
Oxyhimoglobin 33°/, der Theorie, von reduziertem Haimoglobin 
47°/, der Theorie. Umgekehrt steigt die Ammoniakausbeute 
proportional der Menge zugesetzten Hydroxylamins zwischen 
1 und 20 Mol, wodurch der katalytische Charakter der Re- 
aktion bewiesen wird. Auch Methimoglobin katalysiert die 
Ammoniakbildung, die also von der Methimoglobinbildung un- 
abhingig ist. Dagegen ist diese mit gréBter Wahrscheinlich- 
keit in den oxydo-reduktiven Zerfall des Hydroxylamins ein- 
geschaltet. 

Hamoglobin fungiert also gleichzeitig als Katalysator und 
Oxydandum; daraus geht die Schwierigkeit stéchiometrischer 
Formulierung der Methimoglobinbildung hervor. Andrerseits 
ergibt sich eine Erklirung dafiir, daB Hydroxylamin im Gegen- 
satz. zu #-Phenylhydroxylamin auch aus reduziertem Himo- 
globin Methimoglobin bildet. 
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3. o-Methylhydroxylamin wandelt trotz des an N und CH 


3 


gebundenen Sauerstoffatoms reduziertes Himoglobin wie Oxy. 


hamoglobin in braunes Methimoglobin um. Simtliche unter. 
suchtenHydroxylaminsulfosiuren sind gegentiber Blut wirkungslos, 

4. Bei EKinwirkung von AsH, auf reduziertes Hamoglobiy 
und nachtraglichem Zutritt von wenig Sauerstoff wurde ein 
Hamoglobinderivat mit dem charakteristischen und gegen NH, 
unempfindlichen Streifen 2 = 608—25 wy erhalten, das bei 
weiterem Schiitteln mit Sauerstoff in Methimoglobin iibergeht, 
Das so darstellbare Zwischenprodukt scheint identisch mit dem 


zuerst von Filehne beschriebenen _,,Nitrobenzolhimoglobin“ 
das sich demnach als unspezifisch erweist. 





—, Pe ae ei &, ©! 











Uber den Mechanismus der alkoholischen Garung. III. 
(Vorliufige Mitteilung.) 


Von 


A. Lebedew. 





(Aus dem Institut fir Gadrungsgewerbe Berlin. 


(Der Redaktion zugegangen am 6. Oktober 1923.) 


Im Jahre 1907 konnte ich bei meinen kinetischen Unter- 
suchungen des Girungsprozesses feststellen, daB das Ver- 
schwinden des Zuckers und die Entwicklung der Kohlensiure 
zwei unabhingig verlaufende Prozesse sind’), was spiter auch 
von Kuler?) bestitigt wurde. Diese Beobachtung hat mich 
zur Isolierung, durch Fallung mit Aceton, des Zuckerphosphor- 
siureesters gefiihrt, der mit Phenylhydrazin ein Osazon von 
der Zusammensetzung C,,H,,O,N,P gab. Danach sollte der 
Ester eine Verbindung der Phosphorsiure mit einer Hexose 
und nicht mit einer Triose, wie es lwanoff behauptete%), sein. 
Ich habe auBerdem festgestellt, da& das Produkt aus der 
Glucose und Livulose dasselbe Osazon bildete*), was spiter 
auch von Harden und Young bestiatigt wurde.®) Es sei be- 
merkt, daB der Zuckerester zum ersten Male von Iwanoff®) 
im Jahre 1905 mit Hilfe von Kupferacetat und spiter von 


') Biochem, Zs. Bd. 10, S. 454 (1908); Bd. 20, S. 114 (1909); Bd. 28, 
S. 212 (1910). 

*) Diese Zs. Bd. 76, S. 347 (1912); Zs. f. Girungsph. Bd. 1, S. 218 
1912). 

5) Diese Zs. Bd. 50, S. 281 (1907); C. f. Bakt. II. Bd. 24, S. 1 (1909). 

4) A.a. O. S. 226. 

*) Biochem Zs. Bd. 32, S. 177 (1911). 
) a. d. P. Ges. d. Nat. (1905), Petrograd (russisch)- 
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Young’) mit Hilfe von Bleiacetat isoliert wurde. Die beidey 
Autoren haben ihm die Zusammensetzung eines Triosephosphor. 
saureesters zugeschrieben. Spiter hat Young?), hauptsiichlic) 
aus den theoretischen EKrwigungen, die Formel C,H,0,(PO,H, 
verdoppelt, ohne dabei die zwingenden Beweise hinbringen‘ 
zu kénnen. 

Im Jahre 1910 habe ich meine Arbeit fortgesetzt*), wobej 
die Zusammensetzung des Osazons und Schmelzp. (150—152)5 
endgiiltig festgestellt und die Bildung von zwei verschiedenen 
Zuckerestern nachgewiesen wurde.®) In derselben Arbeit habe 
ich die Vermutung ausgesprochen, daf 1 Mol Phosphorsiure 
bei der Kinwirkung von Phenylhydrazin sich abspalten kénne: 
auBerdem habe ich das p-Bromphenylhydrazon des Esters be- 
schrieben und dessen Schmelzpunkt angegeben. Ohne die an- 
gekiindigte Arbeit abzuwarten, haben Harden und Young 
meine Arbeit sofort fortgesetzt, wobei sie die von mir ge- 
machten Angaben iiber die Bildung der Metallsalze des Esters, 
des p-Bromphenylhydrazons und iiber die mégliche Abspaltung 
einer Molekiil-Phosphorsiure bei der Osazonbildung ausgeniitzt 
haben, um die Zusammensetzung des Esters endgiiltig fest- 
zustellen, der also nicht 1, sondern 2 Mol Phosphorsiure ent- 
halten soll. Es ist aus oben Gesagtem klar, daB die Tat- 
sache, daB der Zuckerester eine Hexose und keine Triose 
enthielt, zum ersten Male von mir festgestellt wurde. Spiiter 
hat Neuberg mit Mitarbeitern bestitigt’), daB diese Keto- 
hexose Fructose ist. Weiter hat er aus dem Hexosebiphos- 
phat durch die Eimwirkung n-Salzsiure und n-Oxalsiure eine 
Fructosemonophosphorsiure erhalten, die mit Phenylhydrazin, 
p-Brom- und p-Nitrophenylhydrazin krystallinische Verbin- 
dungen gab. Den Schmelzpunkt dieser Substanzen hat er 





1) Proc. chem. Soc. Bd. 21, 8. 189 (1905). 
2) Ebenda Bd. 23, 8. 65 (1907). 

3) Biochem. Zs. Bd. 28, S. 213 (1910). 

4) a. a. O. S. 215. 

5) a. a. O. S. 219. 

®) Biochem. Zs. Bd. 88, S. 244 (1917). 

7) Biochem. Zs. Bd. 88, S. 482 (1918). 
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nicht angegeben. Nach der Beschreibung der Versuche soll 
man daran denken, da sie Phosphorsiure enthielten. 
Im Jahre 1918 ist meine Mitteilung erschienen’), in welcher 


‘die Phenylosazone und p-Bromphenylhydrazone und Osazone 
‘der Zuckerester beschrieben wurden, die, ihrer Zusammen- 
‘setzung und. dem Schmelzpunkte nach, stark von den von mir 


‘riiher aus Hexosebiphosphat dargestellten abwich. So schwankte 


in verschiedenen Versuchen die Menge von P der Osazone 
ivon 4,5 bis 6,01°/, und die von N von 15,96 bis 21,20°/,, 


Der Schmelzpunkt der mehrfach umkrystallisierten Phenyl- 


‘osazone schwankte von 137—150°, indessen der Schmelz- 
punkt des Osazons des Hexosebiphosphats 150—152° ist, der 
P-Gehalt = 5,68°/, und der N-Gehalt = 15,38°/,. Ich habe 


damals durch die fraktionierten Fallungen mit Bleiacetat eine 


| Fraktion erhalten, die von Blei durch H,S befreit, mit Phenyl- 


hydrazin ein Osazon gab, das, seiner Zusammensetzung nach, 


‘der Formel 


O — PY — C,H,(OH),CN,HC,H,CHN,HC,H, 
HO — PSo — CH,UN,HC,H,CHN,HC,H, 


Fentsprach, also dem Osazon des zusammengesetzten Ksters, 
‘der 1 Mol Hexose und 1 Mol Triose enthalten sollte. Ich 
i muBte aber, infolge der bekannten Ereignisse, die sich in Rub- 
‘land und besonders in Nowotscherkask, wo ich damals war, 
| abgespielt haben, die angefangene Arbeit auf mehrere Jahre 
‘hindurch unterbrechen, da mein Laboratorium weder geheizt, 
'noch Gas und Wasser hatte; auBerdem stammte die Hefe aus 
‘dem Ausland und ich konnte sie nicht wieder bekommen. 
' Nun bin ich in diesem Sommer nach Berlin gekommen, um 
‘meine Arbeit mit derselben Hefe fortsetzen zu kénnen, doch 
hat sie seitdem ihre Eigenschaften ganz verindert: sie bildete, 
-nach dem Schmelzpunkte und Krystallform der Phenylosazone 
_ und p-Bromphenylhydrazone und Osazone zu urteilen, Hexose- 
| biphosphat. Nach den Versuchen von Haydnek und Haehn?) 


und Haehn und Schifferdecker®*) ist es nicht wunderbar, 


Se 





') Biochem. Jl. Bd. 12, S. 87 (1918). 
*) Biochem. Zs. Bd. 128, S. 576 (1922). 
*) Ebenda Bd. 138, S. 245 (1923). 
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daB solche Anderung der Kigenschaften eingetreten ist. Die 
eben genannten Autoren haben nimlich festgestellt, daB dip 
Hefen, die vor dem Kriege fast immer einen girwirksame, 
Mazerations- und PreBsaft lieferten, jetzt nur unwirksame Sift, 
liefern. Uber ahnliche Anderung der Eigenschaften, die jp. 
folge von verschiedenen, nicht leicht erkliarbaren Umstinde, 
eingetreten sind, berichtet auch Robinson.') 

Ich habe nun einen anderen Weg eingeschlagen. Ks is 
mir namlich der Gedanke gekommen, daf wenn die Spaltung 
der Hexosen zu 2 Triosen erfolgt — wie es in meinem Schema 
angenommen ist — eventuell bei der Anwendung von Salzen 
der schwefligen Siure, infolge der Bildung von mehr oder 
weniger lockeren Verbindungen mit den in Betracht kommender 
Hexosen und Triosen, eine Stérung in der Bildung der Zucker. 
estern eintreten kénnte, die in einer Veriinderung ihrer Zu. 
sammensetzung einen Ausdruck finde. Es ist doch lingst be. 
kannt, da8 solche Zuckersulfitverbindungen wirklich existieren, 
Ich habe darum die Versuche angestellt, zu deren Beschreibung 
ich jetzt tibergehe. 

Versuch 1. Man hat zu diesem Versuch 25 ¢ Trocken- 
hefe, die aus Dinemark stammte, genommen und mit der 
Lésung von 82 g Natriumsulfit, 23 g Natriummonophosphat 
und 50 g Rohrzucker in 250 ccm Wasser gemischt. Nach 
dem Zusatz von 50 Tropfen Toluol, der durch Schiitteln des 
Kolbens gut verteilt war, wurde die Mischung im Thermostaten 
bei 35° 2 Stunden stehen gelassen. Sie wurde darauf mit 
4 Volumen Alkohol versetzt und blieb eine Nacht stehen. Der 
Niederschlag wurde auf der Porzellannutsche abgesaugt und 
mit verdiinntem Alkohol (1:9) 3mal ausgewaschen. Der 
Filterriickstand wurde sodann, in einem Porzellanmérser sorg: 
faltig mit 100 ccm Wasser zerrieben, wieder abgesaugt. Der 
Riickstand nochmals mit 50 ccm Wasser zerrieben und ab- 
gesaugt und mit Hilfe einer kleinen Laboratoriumpresse ab- 
gepreBt. Alle drei auf diese Weise erhaltenen Fliissigkeiten 
wurden zusammengemischt und mit 4 Volumen Alkohol versetzt. 





1) Biochem. Jl. Bd. 16, S. 809 (1922). 
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/ Aut dem Boden des Kolbens erschien sofort eine dicke Flissig- 
‘keit. Die obenstehende alkoholhaltige Flissigkeit wurde vor- 
sichtig abgegossen, der Riickstand durch allmahliches ZugieBen 
' des Wassers gelést und mit 4 Volumen Alkohol gefallt. Die 
| obenstehende Fliissigkeit wurde entfernt und der Niederschlag 
‘wieder durch Zusatz des Wassers gelist. Diese Operation 
‘wurde noch 2mal wiederholt, wobei die Fallungen mit 4 und 
‘schlieBlich mit 3 Volumen Alkohol gemacht wurden. Hierauf 
‘wurde die sirupése Fiissigkeit in méglichst kleiner Menge 
> Wasser gelést, durch Zusatz von Alkohol wieder gefallt, von 
' obenstehender Fliissigkeit mit Hilfe eines Scheidetrichters ab- 
‘getrennt. Das Volumen betrug 25 ccm. 1 ccm dieser Fliissig- 
» keit, 1 Stunde lang auf dem Wasserbade mit 25 com Wasser, 
2g Phenylhydrazin und 1 ccm Kssigsiure erhitzt, gab einen 
gelben, krystallinischen Niederschlag, welcher abgesaugt, mit 
' Wasser gut gewaschen und aus verdiinntem Alkohol um- 
krystallisiert wurde. Das so erhaltene Osazon schmolz bei 
202—203°. Es bestand aus zweiseitigen Biischeln von Nadeln. 
| Als Kontrollversuche wurden 3 Versuche angestellt. 
Versuch 2. Zu diesem Versuche hat man nur 23 g 
' Natriummonophosphat genommen und weiter ebenso verfabren. 
Das umkrystallisierte Osazon schmolz bei 148—145° Es be- 
> stand aus Nadeln, die in einseitigen Biischeln und in Sternen 
4 zusammengesetzt waren. Die Menge des Esters war 19 ccm. 
' Versuch 3. Zu diesem Versuch hat man 27 g Dinatrium- 
_phosphat genommen. Das umkrystallisierte Osazon besaB die- 
'selbe Krystallform wie im Versuch 2 und schmolz bei 146 
P bis 147° 
| Versuch 4. Man hat eine Mischung von 18 g Dinatrium- 
_phosphat mit 9 g Mononatriumphosphat genommen. Das um- 
_ krystallisierte Osazon besaB dieselbe Krystallform wie in Ver- 
' Suchen 2 und 3 und schmolz bei 146—147°. Die Menge des 
Esters war 17 com. 
: Zur Entscheidung der Frage, ob dasselbe Ergebnis auch 
/mit einer anderen Bierhefe erzielt wird, habe ich eine Berliner 
| Hefe genommen, die ich bei 3,5° austrocknen lieB, und bin 
Im iibrigen, wie oben beschrieben, verfahren, nur wandte ich 
| Hoppe-Seyler’s Zeitschrift f. physiol. Chemie. CX XXII. 19 
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statt Di- und Mononatriumphosphat Di- und Monokaliuy. 
phosphat an. 


Versuch 5. 38g Natriumsulfit + 16 g Monokaliumphos. 
phat. Das umkrystallisierte Osazon schmolz bei 207—2v9! 
und bestand aus einzelnen, langen gelben Nadeln. Die Meng 
des Esters betrug 21 ccm. 

Versuch 6. Statt Sulfitmonophosphatmischung 16 » 
Kaliummonophosphat. Die Menge des erhaltenen Esters betrug 
nur 2'/, ccm. Das umkrystallisierte Osazon bestand aus gelben 
feinen Nidelchen, die in Sternen zusammengesetzt waren, und 
besaB den Schmelzp. 150—152°. 

Versuch 7. Zu diesem Versuch hat man nur 21 g Di- 
kaliumphosphat genommen. Die Menge des gebildeten Ester 
betrug 45 ccm. Das umkrystallisierte Osazon bestand aus 
zweiseitigen Biischeln von gelben Nadeln und schmolz bei 194 
bis 195°. Das Filtrat wurde mit Wasser verdiinut und auf diese 
Weise wieder ein Niederschlag erhalten. Er wurde mit Wasser, 
Alkohol und Ather gewaschen und getrocknet. Das so cr- 
haltene Osazon schmolz bei 196 —198°. 

Ich habe die Girkraft von beiden von mir angewandten 
Trockenhefen nach der Buchnerschen Methode bestimut. 
allerdings mit der Abinderung, daB ich statt 20 ccm Sait 
5 g Trockenhefe und 20 ccm Wasser nahm. 

Versuch 8. 4 Kélbchen mit MeiBlschen VerschluB mit 
je 5g Trockenhefe + 8g Zucker, 20 ccm Wasser und 20 Tropfen 
Toluol beschickt, wurden gewogen, im Thermostaten bei 22' 
fir 5 Tage stehen gelassen und wieder gewogen. 


I. Hefe (Dinemark) .. . 1,62¢ i Mittel von 
II. Hefe (Berlin). . . . . 2,73,, ,, J 2 Bestimmungen 


Um zu sehen, ob die erhaltenen Osazone Phosphor er- 
halten, habe ich folgenden Versuch angestellt. 

Versuch 9. Die erhaltenen Osazone wurden durch 
Schmelzen mit Soda-Salpetergemisch verascht und bei Geget- 
wart iiberschiissigen Ammoniaks mit Magnesiamischung versetzt. 
Es stellte sich heraus, daB die Osazone mit hohem Schmelz 
punkt keinen Phosphor enthielten; dieses sind die in den Ver- 
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suchen Nr. 1, 5 und 7 erhaltenen; es ist sehr wahrscheinlich, 
| daB alle drei Glucosazone sind. 


Die Ergebnisse von 7 Versuchen sind in folgenden 2 Tabellen 



































| psammengestellt. 
Tabelle I. 
Bierhefe I. 
Zasitee Menge des ge- | Schmelzp. des Gehalt 
bildeten Esters | Phenylosazons | an Phosphor 
' 1. NaH, PO, 19 cem 148—145° + 
» 2. Na,HPO, ss . 143—145° = 
: 3. NaH,PO, a Na,SO, 25 ” 202—203° nee 
| 4.Na,HPO, + NaH,PO, 7, 147—148° + 
Tabelle IL. 
Bierhefe II. 
Zasitze Menge des ge- | Schmelzp. des Gehalt 
bildeten Esters | Phenylosazons | an Phosphor 
i. KH,PO, 2,5 150—152° + 
2. K, HPO, 45,0 194—196° + 
3. KH,PO, + Na,SO, 21,0 207—209° ~ 











Mit + sind die Osazone bezeichnet, die Phosphor enthielten. 


Wie aus den Tahellen leicht zu sehen ist, werden in An- 


' wesenheit von Natriumsulfitmononatrium- bzw. Monokalium- 
phosphat die Zuckerester erhalten, die phosphorfreie Osazone 
; lieferten; in Anwesenheit aber von Mononatrium bzw. Mono- 
_ kaliumphosphat bildeten sich die Ester, deren Osazone Phosphor 
venthielten; in Anwesenheit von Dinatrium- bzw. Dikalium- 
_ phosphat kann man die Ester bekommen, die phosphorhaltige 
» und phosphorfreie Osazone liefern, was wahrscheinlich von der 
| Hefeart oder Hefezustand abhingig ist. 


Die ausgefiihrten Versuche zeigen zur Geniige, daB in 


| Anwesenheit von Salzen von schwefliger Siiure, ebenso wie in 
 Anwesenheit von Dinatrium- oder Dikaliumphosphaten (das 
| letzte trifft aber nicht immer zu) ein oder mehrere Ester sich 
| bilden, die ganz andere Zusammensetzung haben, als Hexose- 
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biphosphat. Der letztere hat, wie von mir’) und Harde, 
und Young?) festgestellt wurde, die folgende Formel: 
H,PO,CH,(CHOH),COCH,H,PO, . 

Nehmen wir nun an, daB sich ein Ester bildet, der nu 
1 Molekiil Phosphorsiure in q@-Stellung zur Carbonylgrupps 
hat, so muB er bei der EKinwirkung von Phenylhydrazin nw 
Glucosazon liefern. Wenn dies richtig ist, so ergibt sich die 
Frage, ob das Monophosphat der Hexose primar oder sekundir 
entsteht, d. h. infolge nachheriger Abspaltung der Phosphor. 
siure. Es ist aber eine andere Erklarung méglich, woriiber 
ich unten sprechen werde. Jedenfalls sollen die weiteren Ver. 
suche diese wichtige Frage lésen. 

Zur Entscheidung der Frage, ob die erhaltenen Zuckei- 
ester Triose enthielten, hat man sie nach der Methode von 
Pinkus*) behandelt. Er hat nimlich schon langst gezeigt, 
da8 Dioxyaceton, bei der Kinwirkung von verdiinnter Schwefel- 
siure, Methylglyoxal liefert. Spater haben Neuberg und 
Konsky*) und Buchner und Meisenheimer®) daB Glycerin. 
aldehyd nach dieser Methode ebenso Methylglyoxal liefert. 
Aus den Versuchen von Neuberg, Farber, Lewite, Adam 
und Erwin Schwenk®), auf welche ich noch in der niachsten 
Mitteilung zuriickkommen werde, geht hervor, da’ Methy)- 
glyoxal aus diesen beiden Substanzen fast quantitativ entstehi, 
so daB die Methode von Pinkus zur quantitativen Bestimmung 
der Triosen beniitzt werden kann. 

Versuch 10. Man hat 1 g Zuckerester + 10 ccm ver- 
diinnter Schwefelsiure (1:5) genommen, jedesmal je 5 ccm 
aus einem kleinen Kélbchen abdestilliert, indem man aus einem 
Tropftrichter mit Wasser nachfillte, da das Volumen der 
Fliissigkeit in Kélbchen, um die Verkohlung zu vermeiden, 
nicht kleiner als 5 ccm werden darf. Auf diese Weise hat 





1) a. a. O. 

a. a, ©. 

*) Chem. Ber. Bd. 31, S. 31 (1898). 
*) Biochem. Zs. Bd. 20, S. 450 (1909). 
5) Chem. Ber. Bd. 43, S. 1778 (1910). 
®) Biochem, Zs. Bd. 83, S. 244 (1917). 
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| wan in allen 7 Versuchen je 80 ccm Destillat gesammelt. (Die 
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ersten 5ccm wurden weggeworfen, da sie méglicherweise Acet- 


‘aldehyd enthalten kénnen.) Ich habe noch im Jahre 1914 ge- 
‘zeigt, daB Methylglyoxol bei der Kinwirkung des p-Nitrophenyl- 
hydrazins schon in der Kalte momentan ein Hydrazon liefert, 
‘welches bei weiterer Einwirkung in schwer lisliches Osazon 


iibergeht..) Diese angenehme EKigenschaft haben auch Neu- 


Pberg, Farber, Lewite, Adam und Erwin Schwenk be- 
i nitzt.?) Zu den erhaltenen Destillaten wurde kaltfiltrierte 


j 


Lésung von p-Nitrophenylhydrazin in 30 T'ln. 40°/,iger Essig- 


'siure zugesetzt. Von 7 Destillaten gaben nur zwei sofort eine 
‘gelbe starke Triibung, die nach dem '/, stiindigen EKrwirmen 


auf dem Wasserbade verschwand, die Fliissigkeit klirte sich 


‘und auf dem Boden des kleinen Becherglases sammelte sich 
‘ein tiefroter Niederschlag an. Er wurde abfiltriert, mit Wasser, 


Alkohol und Ather gewaschen, getrocknet und gewogen. Ks 
wurde erhalten: 81 mg, vom Schmelzp. 230°. Die Substanz 
wurde in Pyridin gelést, mit Wasser gefallt, der entstandene 
Niederschag mit Wasser, Alkohol und Ather gewaschen, ge- 
trocknet und gewogen (62 mg). Die Schmelzpunktbestimmung 
gab 235° In beiden Fallen war der Niederschlag amorph. 


'Es ist hiernach méglich, daB ein Osazon von Methylglyoxal 
' vorliegt, welches mit der p-Nitrophenylhydrazinverbindung einer 
janderen Substanz verunreinigt ist. Die weiteren Versuche 
‘werden zeigen, inwieweit diese Annahme richtig ist. Die Ana- 
‘lysen von allen hier beschriebenen Osazonen konnte ich noch 


nicht ausfiihren, da ich zur experimentellen Arbeit nur 2 Monate 
Zeit zur Verfiigung hatte. Sie werden von mir in Moskau 
ausgefiihrt und mit anderen Ergebnissen der Erforschung der 
chemischen Natur der neuen Ester mitgeteilt. 

Aus den oben beschriebenen Versuchen geht klar hervor, 
daB erstens die verschiedenen Hefen auch verschiedene Zucker- 


ester liefern kénnen und zweitens, da& die Zusammensetzung 


der Ester von der Anwesenheit der Salze der schwefligen 


‘) J. de Microbiologie II, S$. 304 (1915). 
*) a. a. O. 
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284 A. Lebedew, 


Saiure und von der Wasserstoffionenkonzentration abhingig is, 
Ks ist damit zum ersten Male ein Mittel gegeben, up 
nicht nur die Menge, sondern auch die Zusammep. 
setzung der Ester auf kiinstlichem Wege zu verainder, 
Wie es scheint, haben die Salze der schwefligen Siure ein 
spezifische Wirkung, wie es von Connstein und Liidecke 
fiir Bildung des Acetaldehyds und Glycerins noch im Jahre 1915 
festgestellt wurde.') Zur Entscheidung der Frage, ob bei de 
Wirkung der Salze der schwefligen Siure die alkalische Reak. 
tion eine ausschlaggebende Rolle spielt, werde ich andere Ver 
suche anstellen. Ich habe absichtlich das saure Monophosphat 
mit Natriumsulfit, welches alkalisch reagiert, gemischt, wn 
die Wirkung der alkalischen Reaktion méglichst auszuschalten 
Nach den Ergebnissen der Versuche in Anwesenheit von Salze: 
der schwefligen Saiure darf man annehmen, daB das gebildet: 
Kstergemisch Triose in Gestalt von Triosephosphorsaureester 
oder eines zusammengesetzten Hexosephosphorsidureesters, went 
auch in kleiner Menge, enthilt. 

Die von mir abgeschiedenen Ester wurden auf ihre Ve: 
girbarkeit durch trockene und frische PreBhefe gepriift, das 
Ergebnis war, daB sie leicht vergirbar sind. 

In meiner im Jahre 1912 verdffentlichten Arbeit?) habe 
ich das folgende Girungsschema vorgeschagen: 


Dioxyacetonglycerinaldehyd. 
L. 2C,H,,0, = 2 O,H.9, . 2C,H,O, ° 
2. 2C,H.O, + 2RHPO, = C,H,,0,/RPO,), . 
3. CgH,,O(RPO,Y), + 2H,O = C,H,.0, + 2RHPO,, 
wobei Glycerinaldehyd sich weiter in folgender Weise spaltet 
1. CHAOHCHOHCOH — H,O = CH,CQ(OH)COH . 


2. CH,C(OH)COH + H,O = CH,COH)CHCOH. 


3. CH,COH)HC<CH — Hy = CH,C(OH)COOH | 


4. CH,COCOOH = CH,COH + CO,. 
5. CH,COH + H, = CH,CH,OH. 





') Chem. Ber. Bd. 52, 8. 1385 (1919). 
2) Chem. Ber. Bd. 45, S. 3256 (1912). 
‘) Bull. Soe. chim. France (4), Bd. 11—12, 5. 10406 
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Nachdem ich nun festgestellt habe, daB Glycerinsiure, 1m 


Gegensatz zum Methylglyoxal, leicht vergirbar ist, habe ich 
) mein Schema abgeindert?): 


|. CH,OHCHOHCOH + H,0 ~ CH,OHCHOHCH<OH | 


2, CH,OHCHOHCH<0H _ 4, — CH,OHCHOHCOOH 
3. CH,OHCHOHCOOH — H,0 = CH,COCOOH. 
usw. 


: (ilycerinaldehyd wird also durch phytochemische Oxydation 
F nach Wieland?) nicht in Methylglyoxal, das durch lebende 


| Hefe bekanntlich nicht vergiirbar ist, sondern in Glycerinsiure 
ibergefiihrt, die durch Macerations- und PreBsaft und frische 
| PreBhefe leicht vergirbar ist. Dioxyaceton sollte sich unter 


© teilweisem Ubergang in Glycerinaldehyd wieder in Ketohexose 
* umwandeln. Dab die asymmetrisch verlaufende enzymatische 


Uberfiihrung des Dioxyacetons in optisch wirksamen Glycerin- 


aldehyd méglich ist, darf man daraus schlieBen, daB sich in 


4 


' der Leber nach Embden, Schmitz und Wittenberg’) aus 


Dioxyaceton ausschlieBlich d-Glucose bildet. 

Seitdem habe ich die Vergirbarkeit der Glycerinséure und 
Krenztraubensiure einer genauer vergleichenden Untersuchung 
unterzogen. Ich habe darum in Gemeinschaft mit Polonski 
im Jahre 1916 zwei Arbeiten ausgefiihrt; da sie in russischer 
Sprache veréffentlicht wurden und bis jetzt noch nicht im 
Chem. Zbl. referiert sind, so méchte ich die wichtigsten Ergeb- 
nisse dieser Arbeiten, die im engen Zusammenhang mit jetziger 
Arbeit stehen, hier kurz wiedergeben. 

In der ersten Arbeit ,Uber die Girung der Brenztrauben- 
siure in Anwesenheit des Zuckers“*) haben wir die Vergarung 
des Rohrzuckers und der Brenztraubensiure durch trockene 
Hefe (nach Lebedew) fiir Konzentration: 100 mg Brenztrauben- 
siure, 97 mg Rohrzucker, 200 mg Brenztraubensiure + 194,3 mg 





‘) Chem. Ber. Bd. 47, S. 667 (1914). 

*) Chem. Ber. Bd. 45, 8S. 489 (1912). 

*) Biochem Zs. Bd, 88, S. 211 (1913). 

‘) K Bd. 49, S. 328 (1917). Enthalt zwei ausfihrliche Tabellen und 
1 Fig. mit 7 Kurven. 
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284 A. Lebedew, 


Saure und von der Wasserstoffionenkonzentration abhingig ist 
Ks ist damit zum ersten Male ein Mittel gegeben, un 
nicht nur die Menge, sondern auch die Zusammep. 
setzung der Ester auf kiinstlichem Wege zu verdndery, 
Wie es scheint, haben die Salze der schwefligen Siure eine 
spezifische Wirkung, wie es von Connstein und Liidecke 
fiir Bildung des Acetaldehyds und Glycerins noch im Jahre 1915 
festgestellt wurde.') Zur Entscheidung der Frage, ob bei der 
Wirkung der Salze der schwefligen Siure die alkalische Reak- 
tion eine ausschlaggebende Rolle spielt, werde ich andere Ver. 
suche anstellen. Ich habe absichtlich das saure Monophosphat 
mit Natriumsulfit, welches alkalisch reagiert, gemischt, um 
die Wirkung der alkalischen Reaktion méglichst auszuschalten, 
Nach den Ergebnissen der Versuche in Anwesenheit von Salzen 
der schwefligen Siure darf man annehmen, da das gebildete 
Estergemisch Triose in Gestalt von Triosephosphorsiureester 
oder eines zusammengesetzten Hexosephosphorsiureesters, wenn 
auch in kleiner Menge, enthilt. 

Die von mir abgeschiedenen Ester wurden auf ihre Ver- 
giirbarkeit durch trockene und frische PreBhefe gepriift, das 
Ergebnis war, daB sie leicht vergirbar sind. 

In meiner im Jahre 1912 verdffentlichten Arbeit?) habe 
ich das folgende Girungsschema vorgeschagen: 


Dioxyacetonglycerinaldehyd. 
bi 2C,H,.0, = 20,H,0; “+ 2C,H,0, ° 
2. 2C,H,O, + 2RHPO, = C,H,,0,/RPO,), . 
3. CgH,,.O,4RPO,), + 2H,O = C,H,,0, + 2RHPOQ, , 


wobei Glycerinaldehyd sich weiter in folgender Weise spaltet’ 
. CH,OHCHOHCOH — H,0 = CH,C(OH)COH. 
. CH,C(OH)COH + H,0 = CH,C(OH)CH<OH. 
. CH,CCOH)HC<O HF — H, = CH,C(OH)COOH. 


. CH,COCOOH = CH,COH + CO,. 
. CH,COH + H, = CH,CH,OH. 


no _ 


m 


or 





') Chem. Ber. Bd. 52, S. 13885 (1919). 
*) Chem. Ber. Bd. 45, S. 3256 (1912). 
>) Bull. Soe. chim. France (4), Bd. 11—12, 5S. 1040. 
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| Gegensatz zum Methylglyoxal, leicht vergirbar ist, habe ich 
' mein Schema abgeindert?): : 


(ilycerinaldehyd wird also durch phytochemische Oxydation if 
' nach Wieland?) nicht in Methylglyoxal, das durch lebende | 
| Hefe bekanntlich nicht vergirbar ist, sondern in Glycerinsaure iy 
' ibergefiihrt, die durch Macerations- und PreBsaft und frische i 
| PreBhefe leicht vergirbar ist. Dioxyaceton sollte sich unter 
| teilweisem Ubergang in Glycerinaldehyd wieder in Ketohexose 
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Nachdem ich nun festgestellt habe, daB Glycerinséure, im 


1. CH,OHCHOHCOH + H,0 = CH,OHCHOHCH<@3H . 


2, CH,OHCHOHCH<?H — H, = CH,OHCHOHCOOH 


3. CH,AOHCHOHCOOH — H,O = CH,COCOOH . 


usw. 


Asie ‘ ? aie 
sesame Ain Tile li 


umwandeln. Da8 die asymmetrisch verlaufende enzymatische 
Uberfithrung des Dioxyacetons in optisch wirksamen Glycerin- 
aldehyd méglich ist, darf man daraus schlieBen, daB sich in 
der Leber nach Embden, Schmitz und Wittenberg’) aus 
Dioxyaceton ausschlieBlich d-Glucose bildet. 

Seitdem habe ich die Vergirbarkeit der Glycerinséure und 1 
Brenztraubensiiure einer genauer vergleichenden Untersuchung 
unterzogen. Ich habe darum in Gemeinschaft mit Polonski 
im Jahre 1916 zwei Arbeiten ausgefiihrt; da sie in russischer 
Sprache veréffentlicht wurden und bis jetzt noch nicht im 
Chem. Zbl. referiert sind, so méchte ich die wichtigsten Ergeb- if 
nisse dieser Arbeiten, die im engen Zusammenhang mit jetziger \ 
Arbeit stehen, hier kurz wiedergeben. 

In der ersten Arbeit ,Uber die Garung der Brenztrauben- 3 
siure in Anwesenheit des Zuckers“*) haben wir die Vergarung J 
des Rohrzuckers und der Brenztraubensaéure durch trockene 
Hefe (nach Lebedew) fiir Konzentration: 100 mg Brenztrauben- 
siure, 97 mg Rohrzucker, 200 mg Brenztraubensiure + 194,3 mg 


men ee 











1) Chem. Ber. Bd. 47, S. 667 (1914). i 

*) Chem. Ber. Bd. 45, S. 489 (1912). 

) Biochem Zs. Bd. 88, 8. 211 (1913). 

*) K Bd. 49, S. 328 (1917). Enthalt zwei ausfiihrliche Tabellen und 
1 Fig. mit 7 Kurven. 
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Rohrzucker kinetisch verfolgt. Ich fiihre hier nur die mittlere; 
Konstanten an, welche nach der monomolekularen Formel be. 
rechnet sind (K 10‘) und die Zeiten in Minuten (t’), in welchey 
die Halfte der zugesetzten Substanzen vergoren wurde. 


Tabelle III. 








ince 








atiuaie 97mg |100mgBrenz-| 200 mg | 194,3 mg | 200 mg Brenztr.. 
fn ra Fen2-) Rohr-| traubenz. + | Brenz- | Rohr- |Zuck. + 194, 3mg 
aubensaure | ucker| 97 mg Rohrz.| traubenz.| zucker Rohrzucker 
Kio#) 25 | 45 38 20 86 25 
id 120 67 80 150 35 120 

















Man sieht nun, da’ Rohrzucker bedeutend schneller git, 
als Brenztraubensiure. Neuberg behauptet dagegen, dat 
Brenztraubensiure 2000 mal schneller vergoren wird, als Robr. 
zucker?), dabei meint er freilich, daB Brenztraubensiure sofort 
gart, der Zucker aber erst nach einiger Zeit. Auch diese Be- 
hauptung ist nicht immer zutreffend, da es nicht selten vor. 
kommt, da8 die Garung nach der Zugabe des Zuckers sofort 
beginnt, das hingt von der Konzentration des Zuckers und 
von dem Zustande der Hefe ab. Die Fille der sofortigen 
Angirung wurden auch von Oppenheimer bei seinen Ver- 
suchen mit Macerationshefensaft beobachtet.?) Brenztrauben- 
siure, als Zwischenprodukt, sollte doch schneller giren oder 
mindestens ebenso schnell wie Rohrzucker, ich habe aber mit 
Palonski das Gegenteil beobachtet. 

In der zweiten Arbeit’) haben wir Versuche mit Glycerin- 
und Brenztraubensiiure in saurer und neutraler Liésung aus- 
gefiihrt, wobei wir Kohlensiure, Alkohol, Acetaldehyd und 
KEssigsiure quantitativ bestimmten; auBerdem haben wir Pa- 
rallelversuche iiber die Vergirbarkeit der beiden Siauren 
durch Hefe gemacht. Es wurde festgestellt, dab Brenztrauben- 
siure in neutraler und schwach alkalischer Lésung (Konzentrtion 


1) Neuberg, Die Garungsvorgiinge und der Zuckerumsatz der Zelle. 
S. 7 (1918). 

7) Diese Zs. Bd. 89, S. 39 (1914). 

3) a. a. O., S. 344. 
























‘ Alkohol + Acetaldehyd + Essigsiiure | Neutrale Lésung]| Saure Lésung 
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| son der Glycerinsiure 0,8 und 1,6°/,) genau nach der Gleichung 
| CH,COCOOH = CH,COH + CO, zerfillt, wobei der Acetaldehyd 
' nur zum Teil nach Cannizaro disproportioniert wird, da man 
2}/,mal mehr Alkohol als Essigsiure findet, der andere Teil 
' wird durch Reduktase zu Alkohol reduziert. Die beiden Pro- 
' zesse (nach Cannizaro und Wieland) kénnen also neben- 
einander verlaufen, wobei der eine oder andere, in Abhingig- 
| keit von der Wasserstoff-lonenkonzentration, die Oberhand 
’ gewinnt. 


In saurer Lésung dagegen bildet sich aus Brenztrauben- 


4 siure 2mal soviel Kohlenséure als in neutraler Lésung, wobei 
Brenztraubensaéure in anderer Weise durch die Hefe verarbeitet 
wird. Ich méchte hier die mittleren Zahlen von 3 Versuchen 
mit Brenztraubensadure anfiihren. 


Tabelle IV. 





C,H,O + C.H,O + C,H,O, . . 121,2 mg 89,3 mg 
00, eae 116,0 ,, 182,5 








Vermutlich geht die Traubensiure in saurer Lésung nach 


‘ Fernbach und Seteen!) in a-Keto-y-Valerolacton-y-Carbon- 
' sure iiber, die unter Abspaltung von Kohlensaéure und An- 
' lagerung des Wassers in Brenztraubensiure oder Glutarsiure 
| iibergeht.*) Das stimmt gut mit der gefundenen Menge von 


Kohlensiure, Ich teile noch die mittleren Zahlen aus meh- 


' reren Parallelversuchen mit Glycerin- und Brenztraubensiure 
| in sauerer Lésung mit. 








Tabelle V. 

Zusiitze CO, C,H,O C,H,O C,H,0, 
Kontrolle . . . 80 82,5 0,11 11,70 
Glycerinsiure . 124 105,0 10,84 12,15 
Brenztraubens. . 154 116,0 4,35 15,15 














) ©. R. Bd. 157, S. 1478 (1913) und Bd. 158, S. 1719 (1914). 





*?) Clermont, Chem, Ber. Bd. 6, S. 72 (1873); Liebigs Ann. der 


Chem. Bd. 317, S. 22 (1901). 
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Wenn man von diesen Zahlen die entsprechenden Zahle, 
fir Kontrollversuche und nach der Umrechnung des Alkohok 
und der Essigsiinre in Acetaldehyd abzieht, so bekommt may 
folgende Werte: 

bei der Vergirung der Glycerinsiure erhalten . . 32,16 mg 
st cp = , Brenztraubensiure _,, . . 38,84 mg 

Da beim Zerfall der Glycerins’ure neben Acetaldehyd 
und Kohlensaéure 1 Mol Wasser entsteht, so bekommen wir 
fir Glycerinsiure. . 32,16 mg ©O,H,O + 13,16 mg H,O auf 44 mg (0, 
» Brenztraubensiiure 38,84 ., » + O  « es 

Die Tabelle zeigt nun wieder, daB Glycerinsiure auch in 
saurer Lisung regelmifBiger vergoren wird, als Brenztrauben. 
siure. Wir haben diese Tatsache damit erklart, daB Brenz. 
traubensdure bei der allmahlichen Bildung aus Glycerinsiure 
nicht in so grobem MaBe in Nebenreaktionen hineingezogen 
und in einer anderen Weise verarbeitet werden kann. 

Nachdem nun festgestellt wurde, daB in neutraler oder 
alkalischer Lésung die Aldehydmutase die Oberhand gegeniiber 
der Reduktase gewinnt, muBte man aus dieser Sachlage die 
notwendigen Schliisse ziehen und das oben angefiihrte Giarungs. 
schema entsprechend abaindern. Da der Zucker iiber die 
Glycerinaldehydstufe hiniibergehen muB, so wird er in neutrale 
oder besonders stark in alkalischer Lésung hauptsichlich nach 
Cannizaro disproportioniert: 

CH,OHCHOHCOH | H, _ CH,OHCHOHCH,OH 
CH,OHCHOHCOH * 0 ~ CH,OHCHCHCOOH 

Wenn man dabei auch die Bildung des Dioxydacetons 

beriicksichtigt, so bekommt man: 
CH,OHCOCH,OH | H, _ CH,OHCHOHCH,OH . - 
CH,OHCHOHCOH § O CH,OHCHOHCOOH 
also wieder Glycerinsiure und Glycerin. In beiden Fillen 
wird der Acetaldehyd, der aus Glycerinsiure entsteht, zu Al- 
kohol und Essigsiure dismutiert. Bei dieser Umlagerung nach 
Cannizaro bildet sich kein verfiigbarer Wasserstoff, da dabei 
keine Spaltung des Wassers eintritt. Es entsteht nach Lieben" 





1) Mon.-H. fiir Chemie., Bd. 22, S. 302, 308 (1901). 
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‘und Tischtschenko?) aus 2 Molekiilen Aldehyd ein Molekiil 


Ester, der dann verseift wird. Es gibt also, theoretisch ge- 


‘pommen, nur 2 Vergarungsarten: in saurer Loésung nach 
/Wieland und in neutraler bzw. alkalischer Lésung nach 
Cannizaro, in Wirklichkeit aber gehen die beiden Reaktionen, 
} photochemische Oxydation und Reduktion und Disproportio- 
‘nierung, gleichzeitig vor sich, wobei die Mengen auf diesen 
| beiden Wegen umgesetzter Substanz im wechselnden Verhiltnis 
' queinander stehen, abhangig von Hefezustand und Wasserstoff- 
' Ionenkonzentration. Wenn man nun Acetaldehyd durch irgend- 
ein Mittel immobilisiert, bzw. abfiingt, wie es zuerst von Pas- 
‘serini2) mit Bisulfit, von Kostytscheff’) mit Zinkchlorid, 
Fvon Miller-Jurgan und Osterwalder*) mit Kaliummeta- 
bisulfit, wobei die letztgenannten Autoren einen merklichen 
| Erfolg erzielt haben, versucht und von Connstein und Li- 
» decke5) und von Neuberg und Reinfurth®) endgiiltig ver- 
' wirklicht wurde, so kann selbstverstaindlich in diesem Falle 
: weder Alkohol noch Essigséure sich bilden. 


Nach meinem abgeiinderten Schema ist der Unterschied 


' des Girungsverlaufs in saurer und neutraler Lésung leicht 
' verstiindlich. Das Schema beruht auf bewiesenen Tatsachen. 
q Die Spaltung der Hexosen zu zwei Triosen und der Wieder- 
> aufbau bis zu Ketosen wurde durch Tierversuche von Embden’) 
' und seinen Mitarbeitern in einer Reihe von hervorragenden 
: Arbeiten dargetan. Die Kondensation der Triose zur Hexose 
wurde von mir‘) gezeigt und von Harden und Joung’) be- 
 staitigt. 


Die Vergirbarkeit von Glycerinaldehyd durch lebende 


Hefe, Macerations- und PreSsaft wurde von Buchner und 





') Chem. Zbl. Bd. II, S. 1809, 1552 (1906). 
*) Chem. Zbl. Bd. II, 8. 1280 (1906). 

) Diese Zs. Bd. 79, S. 130 (1912). 

*) Schw. L. J., S. 408 (1915). 

*) Chem. Ber. Bd. 52, S. 1885 (1919). 

*) Biochem. Zs. Bd. 89, S. 365 (1918). 

*) Biochem. Zs. und diese Zs. (1912—1913). 
*) C. R. Bd. 153, S. 136 (1911). 

*) Biochem. Zs. Bd. 40, S. 468 (1912). 
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Meisenheimer’) und von mir und Griaznow?) bewiese, 
die Vergirbarkeit von Dioxyaceton durch lebende Hefe, Mace. 
rations- und PreBsaft wurde von Bertram), Buchner uj 
Meisenheimer‘) und von mir‘) bewiesen. Es stellte sic} 
heraus, daB Glycerin bis 1°/, Konzentration und Dioxyaceto, 
sogar bis 5°/, Konzentration gut vergirbar sind. Ich hab 
auBerdem Versuche mit Methylglyoxal, Glycerinaldehyd uni 
Dioxyaceton in Anwesenheit von Methylenblau ausgefihrt/ 
Kinige von ihnen michte ich hier anfihren. 

Versuch 1. 65 mg Methylglyoxal + 10 g Trockenhefe + 
50 ccm Wasser + 20 Tropfen Toluol + 250 mg Methylenblau, 
Man hat in 14 Stunden 10,6 mg Acetaldehyd und in dhnlichey 
Versuchen mit 2°/, neutralisierter Milchsiure 14,4 mg Acetal. 
dehyd erhalten. Man sieht aber, daB in Anwesenheit vor 
Methylenblau Methylglyoxal nach der Gleichung 


_7/ OH 
CH,COCH — H, = CH,CO COOH = CH,COH + CoO, 
“NOH 
zerlegt wurde. Das ist der beste Beweis, daB sich in der 
Lésung nur ein Hydrat von eben angegebener Konstitution 
bildet. Neuberg und Hirsch nehmen aber, um die Unvergir. 
barkeit des Methylglyoxals durch lebende Hefe zu erkliiren, 
y22 und mehr“ Formen des Methylglykokolls an.%)  Solche 
Annahme bringt, statt die Frage zu kliren, vielmehr nur eine 
nutzlose Verwirrung mit sich. 
Versuch 2. 0,65 mg Methylglyoxal. Nach 9 Stunden 
Man hat 13,5 mg Acetaldehyd erhalten. 
Versuch 3. Je 100 mg Glycerinaldehyd und Dioxy- 
aceton mit 50 ccm Wasser, 10 g Trockenhefe, 300 mg Me- 
thylenblau, 20 Tropfen Toluol. 


') Chem. Ber. Bd. 43, S. 1773 (1910). 

*) Chem. Ber. Bd. 45, S. 3256 (1912). 

3) An. ch. phys. (8) Bd. 3, S. 256 (1904). 

*) a. a. O. 

*) O. R., Bd. 153, S. 136 (1911). 

*) J.de Mierob. Bd. II (1915) (russisch) Petrograd. 
”) Biochem. Zs. Bd. 96, S. 175 (1919). 
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r und ; }. Dioxyaceton gab 96mg CO, 98mg CO, 39mg 3,9 mg 
, Sich 3 2. Glycerinaldehyd ”? 87 ”? ” 89 ” 9 6,1 %3 6,1 9 
wceton | 3. Kontrolle o ss. = 60, nt es 
habe J , re 

und A 2 Kélbchen mit Glycerinaldehyd wurden nach 13 Stunden 
ihre! und diese mit Dioxyaceton nach 19 Stunden farblos. 

4 Wir haben noch einen Versuch mit Palladiumschwarz : 
efe 4 nach Wieland und Glycerinaldehyd ausgefiihrt.) | 
rblau, i Versuch 4. 250 mg Glycerinaldehyd + 0,5 g Palladium- 
ichep MB schwarz + 5ccm Wasser. Das Gemisch wurde an einer Schiittel- 
cetal. J maschine 24 Stunden lang in einer Glasente mit 2 Glashihnen 


vou geschiittelt. Es wurden 143 mg Glycerinsaure, als Calciumsalz 
: bestimmt, erhalten. Damit wurde bewiesen, da8 Glycerinaldehyd 

" in der Lésung ein Hydrat von der Formel CH,OHCHOHCH(OH), 

| bilden kann. 

j Die Vergiarbarkeit von Glycerinsiure nach der Gleichung 

der ; CH,OHCHOHCOOH = CH,COH + CO, + H,O wurde von mir 
ition # gezeigt.*) Sie ist leicht vergirbar durch frische PreBhefe und 
rgir- % Trockenhefe, Macerations- und PreBsaft. 





ren, Die Bildung der Brenztraubensaiure bei der Garung wurde 
Ache ' von Fernbach und Schoen‘) erwiesen. Doch habe ich, bei 
ein¢é # der Wiederholung dieser Versuche*), Brenztraubensdure nur in 


' kleiner Menge erhalten, so da8 mir zweifelhaft schien, ob sie fy 
den. aus dem angewandten Zucker stamme. Freilich habe ich, ' 
‘ ebenso wie Kerb), mit einer anderen Hefe gearbeitet. Immer- : 
xy- hin ist bis jetzt noch nicht bewiesen, daB alle Hefen das i 
Me- & Calciumsalz der Brenztraubensiiure ebenso leicht vergiren, wie i 


‘ die Brenztraubensiure selbst; nach den bisherigen Erfahrungen 
darf man vielmehr das Gegenteil erwarten. Spiter wurde Brenz- 





ne 


ae ee 


‘) a. a. QO. (russisch) S. 329—3380. : 
*) Chem. Ber. Bd. 47, S. 667 (1914). i 
*») C. R. Bd. 157, S. 1478 (1913). | 
Saa G. 


*) Biochem. Zs. Bd. 52, S. 1795 (1919), 
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traubensiure angeblich auch von vy. Grab}) in Form yo, 
a-Methyl-8-naphthocinchoninséiure bei der Girung isoliert. 

Die Bildung von Glycerin wurde von Connstein un 
Liidecke?*) noch im Jahre 1915 zahlenmabig bewiesen uni 
fiir technisch-militérische Zwecke beniitzt; spiter, unabhingig 
von ihnen, haben dasselbe auch Neuberg und Reinfurth} 
gezeigt. 

Die intermediire Bildung von Acetaldehyd wurde endgiiltig 
von Connstein und Liidecke‘) und, unabhangig von ihnen, 
von Neuberg und Reinfurth®) bewiesen. 

Die Reduktion des Acetaldehyds zum Athylalkohol dure) 
Hefemacerationssaft wurde von mir und Griaznow®) und 
durch lebende Hefe und Hefepriparate durch Kostytscheff 
und Hubbenet’) gezeigt. 

Die Disproportionierung des Acetaldehyds in Alkohol und 
Esssigsiure wurde zuerst von Kostytscheff®) gezeigt. 

Die Spaltung der Hexosen erfolgt nach meinem Schema. 
kurz gefaBt, auf diese Weise: 


In saurer Lésung {n neutraler, bzw. alkal. Lésung 
1. Hexose Hexose 
2. 2 Triosen 2 Triosen 
3. Glycerinsiure Glycerinséiure + Glycerin 
4. Brenztraubensiure Brenztraubensiure 
5. Acetaldehyd Acetaldehyd 
6. Alkohol Alkohol + Essigsiure 
7. Kohlensiure Kohlensiure 


Welche Rolle dabei die Phosphorsiure spielt, ist unberiick- 
sichtigt geblieben; dariiber werde ich ausfihrlicher in der 





') Biochem. Zs. Bd. 123, 8. 69 (1921). Bei der Wiederholung von 
Versuchen v. Grab konnte ich seine Angaben nicht bestiitigen, obwoh! 
ich genau nach seinen Vorschriften gearbeitet habe. 

4) a.a. O., S. 1891. 

5) a. a. O. 


*) a. a. O. 

5) a. a. O. 

6) Chem. Ber. Bd. 45. 8. 3256 (1912). 
”) Diese Zs. Bd. 79, S. 359 (1912). 

8) Diese Zs. Bd. 89, S. 367 (1914). 
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| nichsten Mitteilung sprechen. Es ist klar, daB die Hefe die 


Zuckersaureester nicht umsonst synthetisiert, wie es einige 


Autoren glauben. 


Die Spaltung und der Wiederaufbau des Zuckers in den 


| Organismen auf enzymatischem Wege ist eine umkehrbare Re- 
‘aktion, die in Anwesenheit von Phosphaten, die leicht in ester- 
‘artige Verbindung mit Zucker eintreten, nach beiden Richtungen 
‘stark beeinfluBt werden kann. Nehmen wir nun an, dab die 
'Girungslésung d-Glycerinaldehyd, Dioxyaceton, d-Glycerin- 
'aldehydphosphat, Dioxyacetonphosphat, Ketose und Phosphor- 
‘siuresalze enthalt, dann kénnen aus zwei Triosen und zwei 
'Triosephosphaten folgende vier Hexosephosphorsiureester ent- 
; stehen: 


i. RCH,CHOHCOH + CH,OHCHOHCOH = RCH,(CHOH),COH = + 
2, RCH,CHOHCOH + CH,OHCOCH,OH = RCH,(CHOH),COCH,OH + 
3. RCH,COCH,OH + COHCHOHCH,R = RCHU,CO.CHOH),CH,R + 
4. RCH,COCH,OH + COHCHOHCH,OH = RCH,CO(CHOH),CH,OH + 


(AuBerdem kénnen noch gemischte Hexose-triosephosphor- 


| sdureester entstehen.) Von diesen vier Kstern sind schon zwei 
| bekannt, nimlich Lavulosebiphosphat (Lebedew'), Harden 
' und Young?)) (Nr.3) und Glucosephosphat (Robinson) (Nr. 1). 
| Der dritte Ester, der bei der Krwarmung mit Phenylhydrazin 
' Glucosazon liefern muB, ist wahrscheinlich der neuerdings von 
| mir erhaltene und oben beschriebene (Nr. 4). Der vierte Ester 
| (Nr. 2) wurde von Neuberg*) durch Abspaltung der Phosphor- 
’ siure mit n-Salzsiure und n Oxalsiure aus Lavulosebiphos- 
' phat erhalten. (Mit + sind die schon bekannten Phosphor- 
| siureester bezeichnet ) Méglicherweise kénnen die Ester Nr. 1 
' und 2 in wechselnden Verhiltnissen zueinander auftreten, wo- 
' durch die Isolierung und Identifizierung, besonders wenn einer 
von beiden in tiberwiegender Menge sich befindet, bedeutend 
' erschwert werden. Auf diese Weise ist es nun méglich ge- 
worden, auf einem indirekten Wege den Beweis der Spaltung 


1) a. a. O. : 

?) a. a. O. 

3) a. a. O. 

*) Biochem. Zs. Bd. 88 8S. 432 (1918). 





‘ ets 
scapes sarcastic dag ib i cel Bi 


en ee eee ae 











294 A. Lebedew, 


der Hexosen in 2 Triosen zu fiihren. Diese 4 Ester konne, 
keineswegs aus dem Livulosebiphosphat durch nachherige A}. 
spaltung der Phosphorsiure entstehen, da der Ester Nr.1 eing 
rechts und nicht links drehenden Zucker enthalt. Er kan 
ebenso gut aus Dextrose wie aus Livulose entstehen, wie yop 
Robinson!) bewiesen wurde. 

Wenn die Phosphate in gréBerem Uberschusse vorhande, 
sind, als es fiir den Verlauf der Garung ndtig ist, so werde 
sich die Zuckerester in solchem Mae anhiufen, daB eine Ver. 
langsamung der Garung infolge der Immobilisierung (Abfangung 
des Zuckers eintreten kann. Ich habe bei meinen Versuchen 
mit Phosphaten stets beobachtet, daB die Girung in Anwesen. 
heit eines Uberschusses derselben ihrem Wesen nach eine 
wenn auch indirekte, Abfangmethode ist, d.h. statt der Triosen 
werden die neugebildeten Hexosen abgefangen. 

Ich beabsichtigte darum ihnliche Versuche mit verschie. 
denen Hexosen, mit Glycerinaldehyd und Dioxyaceton aus. 
zutiihren. Wenn die von mir gemachte Voraussetzung sich 
spiter als richtig erweist, so wird damit auch die Stellung von 
beiden Phosphorsiureestern in Livulosebiphosphat endgiiltig 
festgelegt. 

Wenden wir uns jetzt zum Sammelbegriff ,Zymase“ und 
versuchen wir ihm auf Grund des von mir gegebenen Girungs- 
schemas eine genauere Definition zu geben, so sehen wir, dab 
sie aus folgenden Enzymen bestehen muB: 

1. Hexotriose, hexosespaltendes Enzym. Fiir das Tier- 
reich von KEmbden und Mitarbeitern?) nachgewiesen. 

2. Phosphorsiureesterbildendes Enzym. Iwanoff?). 

3. Phosphorsiurespaltendes Enzym. Lebedew’). 

4, Aldalase, Kohlenstoffkette verkniipfendes Enzyu. 
Lintner und Liebig*), Lebedew®). 


ea ®. 

*) Biochem. Zs. und diese Zs. (1912—1916). 

5) a. a, O. 

4) a. a. O. 

°) Diese Zs, Bd. 72, 8S. 449 (1911) und Bad. 88, S. 109 (1918). 
6) C. R. Bd. 153, S. 186 (1911) 





4 ™ 













Uber den Mechanismus der alkoholischen Girung. III. 295 


onen 5. Aldehydmutase. Kostytscheff?). 


2 Ab. q 6. Dehydrotase. Uberfiihrung der Glycerinséure in 
einen | Brenztraubensdure. Lebedew’). 
kann 7. Carboxylase. Neubauer und Fromherz’), Neu- 


» VON : berg *). 
8. Dehydrase|, Hahn®). 


nden : 9. Reduktase { Lintner und Liebig’), Lebedew), 
rdep : Kostytscheff?). 
Ver. Mindestens sind also neun Enzyme noétig, um das Zucker- 


ung! 4 molekil bis zu Kohlensiiure und Alkohol, wie es die Zymase 

chen J tut, zu zerlegen. Sie miissen planmibBig zusammenarbeiten, 

' sonst kénnen die Stérungen eintreten, welche auch oft von 

eine |B verschiedenen Autoren bei der zellenfreien Garung und bei 

OSen ; der Vergiirung mit Hilfe von verschiedenen Hefepraparaten 
| beobachtet wurden. 


-. 4 
Le 2) 
co 
md 


hie. : AuBerdem ist fiir die ersten Stufen der Zuckerspaltung 
aus: j noch ein ,.Koenzym“ (Harden) notwendig. Dieses ist aber 
sich #® auch nach der griindlichen Arbeit von Kaehn und Schiffer- 
VOL ‘ decker!*), die die verwickelte Koenzymfrage, wie es scheint 


Itig JF endgiltig geklart haben, ein Sammelbegriff fiir verschiedene 
| garungsenzymaktivierende Katalysatoren. 





E ') Diese Zs. Bd. 89, 8. 367 (1914). 
es 2) Chem. Ber. Bd. 47, 8. 667 (1914). Nach Voisenet (C. R. Bd. 150, 
a8 | 3. 1614; Bd. 151, 8.518; Bd. 153, S. 363 (1913). Bacill. amaraerylus 
_ kann Glycerin bis Acrolein dehydratisieren, wobei als Zwischenverbindung 
ler: Hydroarylaldehyd erscheint. 
i. CH,OHCHOHCH,OH — H,0 = CH,OHCH,OH. 
2. CH,OHCHHCOH = CH,CHCOH. 
Wie man sieht, kann Bac. amar. ebenso gut OH und H wie O und 
| H, aus dem Molekiil entziehen. 
*) Diese Zs. Bd. 70, S. 326 (1911). 
*) Biochem. Zs. Bd. 31, S. 170 (1911) und Bd. 32, 8. 323. 
’) E. und H. Buchner und Hahn. Die Zymasegirung. (1913.) 
‘ ®) Es ist méglich, daB das Dehydrierung und Reduktion von dem- 
_ selben Enzym besorgt wird, nimlich durch Dehydroreduktase, da sie 
_ eigentlich gekoppelte Reaktionen sind. 
’) Diese Zs. Bd. 72, S. 449 (1911), Bd. 88, S. 109 und 128 (1913). 
5) und *) a. a. O. 
') Biochem. Zs. Bd. 138, 8. 210 (1923). 
Hoppe-Seyler’s Zeitschrift f. physiol. Chemie. CXXXIL. 
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Je tiefer man in das Garungsproblem hineinblickt, um 
mehr staunt man dariiber, wie kompliziert es ist, so daB dy 
Girung mit Recht als ein einfaches Vorbild des Lebens selbs; 
angesehen werden kann. 

Ich bitte die Fachgenossen, mir die ndtige Zeit zu lasse 
um diese Arbeit ungestért fortsetzen zu kénnen. 

Ich méchte auch an dieser Stelle Herrn Geheimrat Pro, 
Dr. Hayduck, Herrn Prof. Dr. Lindner, Herrn Dr. Haehn, 
die alles getan haben, um mir die Arbeit méglichst zu e. 
leichtern, und Herrn Prof. Dr. Jorgensen fiir die mir i 
liebenswiirdiger Weise iiberreichte Hefe meinen tiefen uni 
herzlichsten Dank auszusprechen. 








Uber die Kohlenhydratgruppe der Thymonucleinsaure. 
Von 


H. Steudel und E. Peiser. 


(Aus dem physiologischen Institut der Universitat in Berlin.) 
Der Redaktion zugegangen am 11. Oktober 1923. 


Die Nucleinsaéuren aus der Hefe und aus tierischen Organen, 


; speziell die Thymonucleinsiure, unterscheiden sich wesentlich 
' yoneinander. Wahrend die Hefenucleinsaure gegen selbst ver- 
' dinntes Alkali bei gewéhnlicher Temperatur unbestindig ist 
und in einfache Nucleinsiuren zerlegt wird, ist die Thymo- 
nucleinsiure gegen Alkaliwirkung sogar bei Wasserbadtemperatur 
‘ relativ sehr bestandig. Umgekehrt ist die Thymonucleinsaure 
' gegen Siiurewirkung sehr empfindlich und spaltet dabei sofort 
- die Nucleinbasen ab, wihrend die Hefenucleinsiiure widerstands- 
1 fahiger ist und bei Saureeinwirkung die Nucleinbasen nicht 
_ gleich verliert, so daB sich hier leicht Verbindungen gewinnen 
| lassen, die noch gréBere Bruchstiicke des Molekiils vorstellen. 
Ks miissen also in der Verkniipfung der einzelnen Bestandteile 
' der beiden Vertreter der Nucleinsiiuren groBe Verschiedenheiten 
bestehen. Aber der Unterschied der beiden Siuren erstreckt 
| sich auch auf die einzelnen Spaltstiicke.. Das Kohlenhydrat z. B., 
' das sich am Aufbau der Hefenucleinsiure beteiligt, ist schon 
seit langer Zeit als eine Pentose erkannt worden, die spater 
als d-Ribose charakterisiert worden ist. Die Kohlenhydratgruppe 
dagegen, die sich am Aufbau der Thymonucleinsaure beteiligt, 
"ist immer noch nicht naher bestimmt worden. Wir wissen, daB 
bei der Hydrolyse mit siedenden Siéuren dieses Kohlenhydrat 
| Ameisensiure und Livulinsiure liefert, daB es sich also um 
-eine Hexose handeln muB. Ferner ist bekannt, daB bei der 
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Kinwirkung starker Salpetersiure auf Thymonucleinsdure unte; 
Abspaltung der Nucleinbasen ein Kupferoxyd in alkalische 
Lésung reduzierender Ké6rper entsteht. Aber die weitere Ver. 
folgung dieser Reaktion, besonders das Suchen nach einer 
etwaigen Zuckersiure, ist bisher nicht von Erfolg gekrént ge. 
wesen. Auch die Spaltung der Nucleinsiure mit Natriumbisulfit 
hat in dieser Beziehung nicht die erhofiten Resultate gebracht, 
Dagegen erschien es als ein Fortschritt, als nach der ersten 
Beschreibung des Glucals von E. Fischer?) es Feulgen?) in 
hiesigen Laboratorium gelang, die damals fiir das Glucal al 
charakteristisch angesehenen Reaktionen auch in der Zersetzungs. 
fliissigkeit der Thymonucleinsiure unter bestimmten Bedingunger 
zu erhalten. Als aber spiter von KE. Fischer, Bergmam 
undSchotte*) mitgeteilt wurde, daB die meisten der beschriebenen 
Reaktionen bis auf die griine Fichtenspanreaktion nicht dem 
reinen Glucal zukamen, sondern nur von Verunreinigungen vor. 
getauscht worden waren, war es wieder zweifelhaft geworden, 
ob das der Thymonucleinsiure zugrunde liegende Kohlenhydrat 
iiberhaupt in die Gruppe der glucalihnlichen Kérper gehire. 

Es muBte auffallig erscheinen, daB bei den Darstellung: 
versuchen die Farbenreaktionen schon nach kurzer Zeit ver. 
schwanden. Wir haben uns also die Frage vorgelegt, ob die 
Farbenreaktionen nicht etwa von einem fliichtigen Spaltungs- 
produkt des Kohlenhydrates herriihren kénnten. Als ein solches 
kommt zunichst das Furfurol in Betracht, denn es ist bekannt, 
daB Hexosen unter Saureeinwirkung leicht Furfurol bilden. 
Zwar liefern es die Ketohexosen in besonderem MaBe, aber 
auch aus Aldohexosen kénnen durch Behandlung mit Siuren 


geringe Mengen von Furfurol entstehen. DaB durch Sieden § 


mit Salzsiure aus der Thymonucleinsiure Furfurol gewonnet 
werden kann, ist von dem einen von uns schon vor langere! 
Zeit nachgewiesen, Damals ist schon die Menge des Furfurols 
nach der Methode von Tollens quantitativ bestimmt worden.’ 


1) Chem. Ber. Bd. 87, S. 196 (1914). 

2) Diese Zs. Bd. 92, S. 154 (1914); Bd. 100, S. 247 (1917). 
*) Chem. Ber. Bd. 53, S. 509 (1920); Bd. 54, S. 440 (1921). 
‘) Diese Zs. Bd. 56, S. 212 (1908). 
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Wir haben also genau nach der Vorschrift von Feulgen 
thymonucleinsaures Natrium gespalten und konnten zuniachst 


‘an der Spaltungsfliissigkeit den positiven Ausfall sowohl der 


grinen Fichtenspanreaktion wie der Reaktion mit fuchsin- 


'schwefliger Siure konstatieren. Nun wurde die Spaltungs- 


jiissigkeit mit Ather ausgeschiittelt, das Atherextrakt durch 
ein trockenes Filter filtriert, das Filtrat bei Zimmertemperatur 


| eingedunstet und der Riickstand in wenig Wasser aufgenommen: 


die wiBrige Lésung gab nunmehr die beiden fraglichen Reak- 


'tionen in durchaus eindeutiger Weise. Um das Furfurol nun 


noch weiter nachzuweisen, denn um etwas anderes konnte es 
sich jetzt wohl kaum mehr handeln, wurde ein Gramm thymo- 
nucleinsaures Natrium in der vorgeschriebenen Weise gespalten 


und die Reaktionsflissigkeit, die iibrigens auch Anilinacetat 
 kraftig rétete, der Wasserdampfdestillation unterworfen. Das 
' Destillat zeigte die simtlichen hier in Frage kommenden 


Farbenreaktionen: die Rétung mit fuchsinschwefliger Saure, 
die griine Fichtenspanreaktion, die Rotfairbung mit Anilin- 


‘acetat und endlich gab es auch mit konzentrierter Salzsiure 


und Orcin eine intensiv rotviolette Farbung, die leicht von 
Amylalkohol aufgenommen wurde. Setzte man die Wasser- 
dampfdestillation geniigend lange fort, so konnte man erreichen, 


_daB die urspriingliche Reaktionsflissigkeit keine Farbenreak- 


tionen mehr gab, sondern daB nunmehr die Substanz, die sich 
mit den verschiedenen Reagenzien farbte, véllig in das Destillat 


 tibergetrieben war. 


Man muB aus diesen Versuchen schlieBen, daB die Reaktionen, 
die friiher dem glucalahnlichen Kérper zugeschrieben worden 
sind, einer Substanz zukommen, die itherldslich ist und die 
mit Wasserdimpfen fliichtig ist. Das Nichstliegende ist, die 
Reaktionen auf das Furfurol zu beziehen, fiir die alle Versuchs- 
ergepnisse zutreffen. Die Farbenreaktionen, besonders die 
grine Fichtenspanreaktion, sind auBerst empfindlich, und so 
kann es kommen, da8& man die sicherlich nur verschwindend 
kleinen Mengen Furfurol, die sich bei dem kurzen Erhitzen 


' der Thymonucleinsiiure mit Schwefelsiure bilden, so scharf 


nachweisen kann. Da8 man etwa das Furfurol als solches in 
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Substanz wird nachweinen kénnen, daran ist nicht zu denken, 
denn die Mengen, um die es sich hier handelt, sind viel 
klein, als daB man sie anders als durch Farbreaktionen nach. 
weisen kann. 

Auf die Natur des der Thymonucleinsaéure zugrund 
liegenden Kohlenhydrates kann man nun leider aus dem mehr 
oder weniger leichten Auftreten von Furfurol bei der Siiure. 
spaltung gar keine Schliisse ziehen. Wenn es erlaubt ist, au 
vielen bisher angestellten Spaltungsversuchen, die sich alle mit 
der Identifizierung des unbekannten Kohlenhydrates beschii. 
tigten und die alle ohne Ergebnis verlaufen sind, gewisse 
Folgerungen zu ziehen und Vermutungen zu ‘uBern, so kann 
man sich die Verhiltnisse am einfachsten so vorstellen, dat 
wahrscheinlich Glucose das gesuchte Kohlenhydrat ist. Weil 
aber eine Hydroxylgruppe des Zuckers mit Phosphorsiure ver- 
estert ist, diese Phosphorsiure aber erst abgespalten werden 
muB, wenn man das reine Kohlenhydrat haben will, so geht 
mit der Abspaltung der Phosphorsiure gleichzeitig eine Ver- 
inderung des Zuckers parallel, die ihn dem iiblichen Nachweis 
entzieht. Jedenfalls mu8 man jetzt den Gedanken an das 
Vorkommen des Glucals oder eines glucalihnlichen Kohlen- 
hydrates in der Thymonucleinséure aufgeben; die Reaktionen, 
die zu dieser Annahme gefihrt haben, kommen dem Furfurol zu. 

Bei der Hefenucleinsiure liegen die Verhiltnisse insofern 
anders, als sie gegen Saéuren relativ bestindiger ist wie die 
Thymonucleinsiure. Die Bindung zwischen Pentose und Nuclein- 
basen wird durch so schwache Eingriffe, wie hier in Frage 
kommen, nicht gelést und so kann es unter den gleichen Be- 
dingungen hier nicht zur Furfurolbildung kommen, trotzdem die 
Pentosen ja an und fiir sich sehr viel leichter Furfurol bilden 
wie die Hexosen. 
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Uber die Affinitat der Saccharase 
zu verschiedenen Zuckerarten. 
Von 


H. von Euler und K. Josephson. 


(Aus dem biochemischen Laboratorium der Hochschule Stockholm.) 
(Der Redaktion zugegangen am 14. Oktober 1923.) 


Inhalt: 
1. Einleitung .. 301 
2. Affinitit der cians zu ane Soalanetenen een Tsheiesilinen 305 
a) Affinitit zur w- und §-Glucose . ........ . 805 
b) Affinitit zur Fructose . . . . . 
3. Affinitit der Saccharase zu andern eateilins eclaanten . « 318 
ee a ee ee eee ee ee ee ee eee ee 
b) Pentosen . . . ; a a ee ee 
4. Hemmung der Bacwuennenthiien pro Wess = + 9°57 
5. Zusammenfassung und Besprechung ....... . . =. 822 


1. Einleitung. 

Der Wirkungsgrad eines Enzyms wird, wie schon lange 
bekannt, durch zahlreiche fremde Stoffe ganz oder teilweise 
herabgesetzt. In dieser Hinsicht kénnen die Inaktivierungen 
eingeteilt werden in solche, welche von duBerst kleinen Mengen 
organischer Substanzen mit reaktionsfahigen Atomgruppen oder 
von Schwermetallsalzen, iiberhaupt von den als ,,Gifte“ be- 
zeichneten Substanzen herriihren und in Hemmungen durch 
Stoffe, welche auf Grund ihrer Struktur oder Konfiguration 
einen Teil des Enzyms binden und dadurch dem Substrat 
diesen Teil entziehen. Im letzteren Falle verteilt sich das 
Enzym zwischen dem Substrat und dem zugesetzten Stoff, 
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dessen reversible Verbindung mit dem Enzym durch eine 
Affinitatskonstante charakterisiert werden kann. 

Die erste Art der Enzymhemmung (Inaktivierung dur¢} 
(sifte) ist beziiglich der Saccharase in einer Reihe von Unter. 
suchungen in unserm Laboratorium studiert worden. 

Die Hemmungen der zweiten Art sind besonders vor 
E. F. Armstrong?) untersucht worden, und spiter haben 
Michaelis und Menten”) eine quantitative Bestimmung versucht, 
indem sie Affinitétskonstanten fiir Gleichgewichte vom Typus 

__ [Saccharase — Glucose] 

~ [Saccharase] x [Glucose] 
berechneten. Bei den Versuchen von Michaelis und Menten 
zeigten die einfachen Zuckerarten eine groBe Fiahigkeit, sich 
mit dem Enzym zu verbinden. Die genannten Verfasser be- 
stimmten die Anfangsgeschwindigkeit fiir die Rohrzucker. 
inversionen mit Saccharase teils in der reinen Substratlésung, 
teils nach einem Zusatz der hemmenden Substanzen. Aus den 
dabei auftretenden Unterschieden der Inversionsgeschwindigkeit 
ergaben sich — mit der von Michaelis berechneten Affinitits- 
konstante zum Rohrzucker als Ausgangspunkt — entsprechende 
Konstanten fiir das Gleichgewicht zwischen diesen Zusatz- 
stoffen und der Saccharase; die Zahlenwerte waren folgende: 





Rohrzucker ... . 60 
rr i 
Glueose ..... Ii 
Mannose .. . etwal2 
Glycerin. .... 18 
ee «6 sw te Ex SES 
Lactose ..... 0 
Athylalkohol. . . . 0 


Spater untersuchten Michaelis und Pechstein’) diese 
Hemmungen niher und kamen zur Auffassung, daB dieselben 
durch zweierlei Ursachen bedingt werden, namlich teils, wie 
Michaelis und Menten angenommen hatten, durch eine mittels 
der Affinitatskonstante charakterisierbare Verbindung zwischen 
Saccharase und hemmendem Stoff und teils durch eine Anderung 





1) E. F. Armstrong, Proc. Roy. Soc. (B) 73—83 (1904—1911). 
*) Michaelis u. Menten, Biochem. Zs. Bd. 49, S. 333 (1913). 
3) Michaelis u. Pechstein, Biochem. Zs. Bd. 60, S. 79 (1914). 
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der Zerfallsgeschwindigkeit der Saccharase—Rohrzuckerverbin- 
dung. Von den in obiger Tabelle aufgezihlten Stoffen sollten 
Glycerin und eventuell auch Mannit durch einen Effekt der 
qweiten Art (Anderung der Reaktionsgeschwindigkeit) hemmen. 
Auch die Biosen mit Ausnahme des Substrates (Rohrzucker) 
sollten nach Michaelis und Pechstein keine spezielle Affinitat 
zur Saccharase besitzen und auch die Zerfallsgeschwindigkeit 
der Enzym—Substratverbindung nicht beeinflussen. Die Ver- 
schiedenheit beziiglich des @- und f-Methylglucosids (ersteres 
soll die Zerfallsgeschwindigkeit beeinflussen, aber zur Saccharase 
keine Affinitiit besitzen, wahrend letzteres iiberhaupt keine 
Einwirkung zeigte) fiihrten die Verfasser zur Annahme, da8B auch 
der EKinfluB auf die Zerfallsgeschwindigkeit mit der sterischen 
Konfiguration zusammenhingt. Auf welche Weise ein solcher 
EinfluB méglich ist, versuchen die Verfasser nicht zu erklaren 
und eine Erkliarung der Michaelisschen Annahme wiirde wohl 
auch auf Schwierigkeiten stoBen. 

Der Befund, daB die Biosen Saccharase nicht binden, 
fihrte Michaelis und Pechstein zur folgenden AuBerung: 
,Die Bindung der Invertase an einen hydrolysierbaren Zucker 
ist daher als die notwendige, gleichzeitig aber auch hin- 
reichende Bedingung fiir die Hydrolyse dieses Zuckers zu 
betrachten; Bindung und Wirkung sind vorliufig nicht zu 
trennen“ (I. c. S. 90). Im Lichte der seitdem gefundenen Tat- 
sachen wird man zwar zugeben, da die Bindung an das Enzym 
fir die Spaltung des Substrats notwendig ist, dagegen kénnen 
wir eine Bindung an das Enzym noch nicht als eine hin- 
reichende Bedingung fir die Spaltung betrachten.') Es wird 
hierbei auch in erster Linie nicht auf das Kintreten eimer 
Bindung an sich ankommen, sondern vielmehr auf eine Bindung 
gerade an eine fir die Spaltung maBgebende Stelle des 
Substratmolekiils, wie dies ja auch fir die Spaltung der Biosen 
durch Mineralsiituren angenommen werden mub®.’) 





!1 Im Sinne einer Darstellung von Euler, Myrbick uud Rud- 
berg sind diese Molekiile Enzym—Substrat als _,,reaktionsvermittelnd 
|. Ordnung“ anzusehen. Sv. Vet. Akad. Arkiv f. Kemi Bd. 8, Nr. 28, (1923). 
*) Euler u. Rudberg, Zs. f. Physik, Bd. 16, S. 54 (1923). 
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Vor kurzem hat Kuhn?) Versuche mitgeteilt iiber dic 
Hemmungen der Knzymwirkungen durch .die Spaltprodukte des 
Rohrzuckers. Aus diesen Versuchen scheint hervorzugehen, das 
die Mutarotationsisomerie (Mutamerie) einen bedeutenden Einflus 
auf die Affinitit des Zuckers zum Enzym ausiibt. Wahrend 
nach Kuhn die f£-Glucose eine starke Affinitit zur Saccharase 
zeigt, sollte die «-Glucose die Fahigkeit der Saccharase zur 
Spaltung des Rohrzuckers oder der Raffinose nicht beeinflussen: 
die Affinitit des Enzyms zur a-Glucose sollte also fir Kultur. 
hefensaccharase = 0 sein. Fiir die Takasaccharase fand 
Kuhn das umgekehrte Verhiiltnis, wie aus der folgenden von 
im?) angegebenen Tabelle hervorgeht: 


Hefe-Saccharase Taka-Saccharase 


a-Glucose hemmt nicht hemmt stark 
8-Glucose hemmt hemmt nicht 
Fructose hemmt hemmt nicht 


Die beiden untersuchten Saccharasen hat Kuhn mit Riick- 
sicht auf seine Versuche als ,,Fructosaccharase“ und 
, Glucosaccharase“ bezeichnet, da nach Kuhn in erstem 
Falle nur die Fructose bei der Bindung der Saccharase in 
Betracht kommt, wahrend im letzteren Fall der Glucoserest 
des Rohrzuckers die Saccharasebindung vermitteln soll. 

Insofern Kuhns Versuche die Existenz zweier verschiedener 
Saccharasen zeigen, welche das Substrat auf zwei verschiedene 
Arten angreifen, sind dieselben sicher sehr bemerkenswert. 
Wenn dagegen Kuhn seine Ergebnisse in der Weise ver- 
allgemeinern will, daB die gleichen Verhialtnisse wie bei der von 
ihm untersuchten Miinchener Hefe bei allen Saccharasen der ge- 
wobnlichen Kulturhefen auftreten — man vergleiche hierzu die 
Mitteilung in dieser Zs. Bd. 129, 8.57 und zwar S.59 sowie eine 
Darstellung in ,,Naturwissenschaften“ Bd. 11, S. 700 (1923) —, so 
kénnen wir ihm darin nicht beistimmen. Durch die hier mit- 
zuteilenden Versuche an Saccharase aus Unterhefe H der hiesigen 
St. Eriks Brauerei kommen wir zu anderen Ergebnissen.*) 


1) Kuhn, Diese Zs. Bd. 127, S. 234 (1923). 
2) Kuhn, Diese Zs. Bd. 129, S. 57 (1928). 
3) Vgl. E. F. Armstrong, Proce. Roy. Soc. Bd. 73, S. 516 (1904). 
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Nach den Versuchen von Michaelis und Pechstein mit 
g- und §-Methylglucosid weicht die von diesen Autoren unter- 
suchte Saccharase von der aus Miinchener Hefe hergestellten ab. 
Wenigstens wiirde man von vornherein nicht erwarten, dab 
sich die starke Hemmung durch die #-Glucose und die Un- 
wirksamkeit der a@-Glucose bei den entsprechenden Methyl- 
glucosiden umkehren wiirde, auch wenn die Hemmungen durch die 
Glucoside nicht auf ihre Affinitat zum Enzym zuriickzufihren 
sind. Jedenfalls scheinen uns weitere eingehende Versuche iiber 
diese offenbar recht verwickelten Verhiltnisse notwendig.’) 

Im folgenden beschreiben wir unsere Versuche iiber die 
Hemmung der Rohrzuckerinversion durch H-Hefensaccharase, 
welche bei Zusatz verschiedener Zuckerarten eintreten. Zu 
den Versuchen ist das Priparat X[VaAKA (If urspriingl. = 180) 
angewandt worden. Zur Zeit der Versuche war If = 145. 


2. Affinitat der Saccharase zu den Spaltprodukten des Rohrzuckers. 
a) Affinitat zur @- und 3-Glucose. 

Zu unseren Versuchen haben wir teils Kahlbaumschen 
Traubenzucker angewandt, teils reine «Glucose ([@],, = 110,6°%), 
teils ein Praparat, das zum gréBten Teil §-Glucose ([¢],, = 27,5°) 
enthielt. Die habilen Priparate sind uns von Herrn Assistenten 
Myrback zur Verfiigung gestellt worden. 

Zu den folgenden Versuchen wurden Reaktionsmischungen 
von der folgenden Zusammensetzung angewandt: 

4,8 g Rohrzucker, 

2,53 g Glucose, 

10 cem 4°/,ige Phosphatlésung (py = 4,5). 
48 ccm Wasser, 

2 cem Enzymlésung. 

Zu verschiedenen Zeiten wurde die Reaktion der mit einer 
Pipette entnommenen Proben von je 10 ccm in gewohnlicher 
Weise durch Mischung mit 10 ccm 5°/,iger Sodalésung ab- 
gebrochen. Dadurch wurde gleichzeitig die Mutarotation auf- 
gehoben und die Proben wurden darauf in der 1 dm-Rohre 
auf Polarisation untersucht. 


t) Man vergleiche die Angaben von Henri, Barendrecht, 
Michaelis, E. F. Armstrong und Kuhn. 
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Die Konzentration der beiden Zuckerarten war 0,23 normal. 
Da durch Zusatz der Glucose die totale Zuckerkonzentration 
von 8°/, auf 12,2°/, stieg, konnte méglicherweise eine Anderung 
des Lésungsmittels in Betracht kommen. 
Anderung der Rohrzuckerkonzentration macht sich aber kaum 


Hine entsprechende 








auf die Inversionskonstante bemerkbar?), so daB der durch 
5 5 ,41eesi. ji. - 
aS Zucker E = 5 5 = 2 
oD A 2 > Ss . °S 
> = & 255" §°™ 
1 Rohrzucker 0,23 n. 0 2,64 -— — 
0512351 —/] — 
8 1,24 1,40 270 
12 0,72 | 1,92 | 279 | 2K5 
17 0,15 | 2,49 | 305 
2 Rohrzucker 0,23 n. 0 3,65 — _ 
Traubenzucker («) 0,23 n. 0,5 3,58 — — 
8 2,56 | 1,09 | 199 
12 2,10 | 1,55 | 208 | 209 
17 1,60 | 2,05 220 
3 Rohrzucker 0,23 n. 0 3,63 — -— 
a-Glueose 0,23 n. 0,5 3,56 — — 
8 2,56 | 1,07 | 194 
12 2,08 | 1,55 | 208 | 207 
17 1,59 2,04 219 
4 Rohrzucker 0,23 n. 0 3,65 — — 
8-Glucose 0,23 n. 0,5 | 38,58 — — 
~ 2,57 | 1,08 | 198 
12 2,10 | 1,55 | 208 | 207 
17 1,62 | 2,03 | 216 
5 Rohrzucker 0,23 n. 0 3,65 — — 
Gleichgewichtsglucose aus 0,5 | 3,58 — — 
a-Glucose 0,23 n. 8 2,60 | 1,05 | 190 
12 2,12 1,53 204 201 
17 1,67 | 1,98 | 208 
6 Rohrzucker 0,23 n. 0 3,65 aoa — 
Gleichgewichtsglucose aus 0,5 | 3,58 a = 
8-Glucose 0,23 n. 8 2,59 | 1,06 | 191 
12 2,12 | 1,53 | 204 | 202 
17 1,66 | 1,99 | 210 























) Euler u. Myrback, Diese Zs. Bd. 124, S. 159 (1923). 
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diese Anderung des Lésungsmittels entstehende Fehler keine 
wesentliche Rolle spielen kann. Bei den Versuchen mit 
a-Glucose und §-Glucose wurden diese Zuckerarten unmittelbar 
vor dem Zusatz der Saccharaselésung gelést. 


Kin Unterschied in der Inversionsgeschwindigkeit tritt, 
wie die obigen Zahlen zeigen, auf Zusatz der verschiedenen 
Glucoseformen bei diesen Versuchen nicht ein; die Hemmung 
ist innerhalb der Versuchsfehler bei Zusatz der «@- und der 
3-Glucose vollkommen gleich. Auch die beiden Versuche mit 
der Gleichgewichtsglucose zeigen, daB die Hemmung durch 
dieselbe jedenfalls nicht kleiner ist, als diejenige durch die 
§-Glucose. DaB die Hemmung durch die ¢-Glucose nicht etwa 
auf einer Verunreinigung beruhen kann, geht teils aus der 
Ubereinstimmung zwischen den mit verschiedenen «-Glucose- 
priparaten und mit Gleichgewichtsglucose erhaltenen Resultaten 





| 
} 
| 


fo a m © 
5 3 ws - > ae; 
+ - —_ s -_ — 
S Z Zucker s = ss = = 
5 = 2 > & Ls 
— ont Sag oka ~ <= & 
> LL = & 5's 
7 Rohrzucker 0,1 n. 0 1,18 si nie 
‘Frise? = F = 
0,51 | 0,67 | 595 


0,18 | 1,00 | 718 | 692 
—0,02 | 1,20 | 763 


8 Rohrzucker 0,1 n. 1,63 — — 
Gleichgew.-Glucose 0,11 n. 5 1,57 _ 
1,05 | 0,58 | 505 
0,82 | 0,81 | 530 | 527 
0,64 | 0,99 | 547 
9 Rohrzucker 0,1 n. 1,63 - — 
a-Glucose 0,11 n. 5 1,56 — — 
1,04 | 0,59 | 517 
0,78 | 0,85 | 570 | 551 


0,62 | 1,01 | 566 
wet Fw 


1,57 _ — 


10 Rohrzucker 0,1 n. 
6-Glucose 0,11 n. 


ow 
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hervor, teils aus den Versuchen mit der aus der a- und ats 
der §-Form erhaltenen Gleichgewichtsglucose.’) 

Der vorstehende Versuch wurde mit den gleichen Konzen. 
trationen ausgefiihrt, welche Kuhn bei seinen Versuchen an. 
gewandt hat. Die Enzymkonzentration wurde jedoch bedeutend 
gréBer gewahlt als bei Kuhns Versuchen, um den EinfluB der 
Mutarotation zu verringern. Versuchstemperatur 20°. 








se eh m © 
3 2 Zucker : E ee 2 : i 
2A a 2 isdal ss t:8 
- mie ife) * {* 
11 Rohrzucker 0,1 n 0 1,56 _ — 
6 iit —. | ~ 
4 0,69 | 0,87 | 580 
6 0,32 1,24 647 630 
8 0,08 1,48 662 
12 Rohrzucker 0,1 n. 0 2,20 on — 
a-Glucose 0,1 n. 0,5 2,10 _— — 
4 1,40 | 0,80 521 
6 1,11 1,09 530 532 
8 0,87 1,33 545 
13 Rohrzucker 0,1 n. 0 2,20 a oo 
8-Glueose 0,1 n. 0,5 2,08 — 
4 1,45 | 0,75 | 480 
6 1,12 | 1,08 | 522 | 513 
8 0,88 1,32 538 
i4 Rohrzucker 0,1 n. 0 2,77 o — 
a-Gluecose 0,2 n. 0,5 2,68 — — 
4 2,09 0,68 425 
6 1,82 0,95 436 4338 
8 1,58 1,19 454 
15 Rohrzucker 0,1 n. 0 2,77 — _ 
3-Glukose 0,2 n. 0,5 2,68 _ — 
4 2,11 | 0,66 | 410 
6 1,87 | 0,90 | 405 | 410 
8 1,65 | 1,12 | 414 




















*) Es wurde in diesem Zusammenhang auch untersucht, ob die 
Saccharase einen Einflu8 auf die Mutarotationsgeschwindigkeit ausiibte: 
dabei wurde aber dieselbe Geschwindigkeit wie ohne Zusatz von Sac- 
charase gefunden. 
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Auch hier zeigt sich, daB die ¢-Glucose die Wirkung unserer 


| Saccharase erheblich hemmt. Allerdings scheint bei diesem Ver- 


such die 8-Glucose eine stiirkere Wirkung auszuiiben als die Gleich- 


gewichtsglucose bzw. die «-Glucose; indessen sind bei diesem Ver- 
' such auch die Versuchsfehler gréBer als im vorhergehenden, teils 


wegen der bedeutend geringeren Drehungen, teils wegen der kleinen 


| Versuchszeiten. Um einen eventuellen Unterschied zwischen der 


Wirkung der verschiedenen Glucoseformen konstatieren zu kénnen, 


wurden einige Versuche unter Beibehaltung der Rohrzucker- 
' konzentration 0,1 norm. angestellt, aber mit einer auf 0,2 norm. 


erhéhten Glucosekonzentration. Dabei miiBte ein Unterschied 
deutlicher zum Vorschein kommen. Bei diesen Versuchen wurde 


| die Reaktion nur mit je 5 cem Sodalésung (statt 10 ccm) ab- 


gebrochen, wodurch die gemessenen Drehungsinderungen gréfer 
wurden. Das Versuchsresultat zeigt vorstehende Tabelle. 


Zunachst scheint es, als ob die Mittelwerte fiir 4-104 auf 


einen Unterschied zwischen den beiden Glucoseformen hindeuten. 
Indessen zeigen die Versuche 12 und 13 (0,1 n-Glukose), daB, 
wenn die ersten, unsichersten Werte nicht mitgenommen werden, 
ein wesentlicher Unterschied nicht zum Vorschein kommt. Bei 
den Versuchen mit 0,2 n-Glukose (Versuche 14 u. 15) ist ein 
Unterschied auch bei den Versuchszeiten 6 und 8 Min. bemerkbar. 
Wir kommen somit zum Ergebnis, daB eine gewisse Ver- 
schiedenheit hinsichtlich der Hemmung zwischen den beiden 
Formen der Glucose existiert, wenn auch der Effekt unbedeu- 
tend ist. Der von Kuhn beobachtete groBe KinfluB der Muta- 
rotationsisomerie auf die Affinitit der Saccharase zu anderen 
Zuckerarten diirfte somit nicht allgemein gelten. 

Um einen Anhaltspunkt dariiber zu bekommen, in welchem 
Grad die Aldehydgruppe im Zuckermolekiil die Affinitat der 
(slucose zur Saccharase vermittelt, wurden Versuche mit Acet- 
aldehyd und mit Gluconsaéure angestellt. Erstere Substanz 
wurde als ein Beispiel fiir einen typischen Aldehyd gewahlt; 
Hormaldehyd ist schon friiher untersucht worden; da derselbe 
aber hinsichtlich seiner Eigenschaften recht bedeutend von den 
hodheren Aldehyden abweicht, wurden die friheren Resultate 
durch diese Messungen mit Acetaldebyd erginzt. Gluconsiiure 
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wurde untersucht, um zu erfahren, ob eine Anderung in der 
Hemmung der Saccharasewirkung auftritt, wenn die Aldehyd. 
gruppe verschwindet unter im iibrigen beibehaltener Konsti- 
tution und Konfiguration des Molekiils. (Siehe auch unte 
die Versuche mit Mannose und Mannit.) 

Die Reinheit des angewandten Acetaldehyds wurde durch 
Titration nach Ripper’) geprift; der Gehalt wurde zu 95°), 
bestimmt. Die Gluconsiure wurde zur Inversionsmischung in 
Form des Calciumsalzes zugesetzt. Die Reinheit des Salzes 
wurde gepriift durch Bestimmung des Calciumgehaltes nach 
der Mikromethode von Pregl]?): 





| 
| 
| 
| 
| 


" - | w»© Jeo 
2 2 Zucker und zugesetzte 2 =} I &  |33 
= Z Substanz E > as - nr 
> = a” 4 i oe Bile 
16 Rohrzucker 0,1 n. 0 1,54 --- - 
06 i348 | ~ | — 
4 0,68 | 0,86 | 579 
6 0,33 | 1,21 | 632 | 629 
~ 0,06 | 1,48 | 675 
17 Rohrzucker 0,1 n. 0 1,54 —- — 
Acetaldehyd 0,1 n. 0,5 1,43 —_ — 
4 0,71 | 0,83 | 553 
( 0,38 | 1,16 | 591 | 589 
8 0,12 1,42 624 
18 Rohrzucker 9,1 n. 0 2,20 — — 
8-Glucose 0,1 n. 0,5 | 2,08 — — 
4 1,45 | 0,75 | 480 


( 1,12 | 1,08 | 522 | 513 
8 0,88 | 1,32 | 538 


19 Rohrzucker 0,1 n. 0 1,55 ~~ — 
Acetatpuffer 0.5 | 1,48 — —_ 
5 0,49 | 1,06 | 619 | gyo 
9 0,00 | 1,55 | 660 
20 Rohrzucker 0,1 n. 0 1,71 — — 
Gluconsaures Ca 0,1 n. 0,5 1,60 — — 
Acetatpuffer 0,67 1,04 | 603 | go 




















5 
9 0,18 | 1,53 | 642 


') Mon.-H. fiir Chemie, Bd. 21, S. 1079 (1900). 
*) Pregl, Die quantitative organ. Mikroanalyse (3. Aufl.) S. 160 (1923). 
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5,826 mg gaben 1,839 mg CaSQ,. 
Gef. 9,29 Ber. 9,26 °/, Ca 
sti- Das Salz war somit vollstindig rein. Beim Versuch mit dem 
teu # Calciumgluconat wurde statt des Phosphatpuffers ein Acetatpuffer 
rerwendet, um Ausfallen von Calciumphosphat zu verhindern. 
rch Die Resultate sind im vorstehenden tabelliert. 
To Wie aus den Versuchen 17 und 18 ersichtlich wird, hemmt 
in fH der Acetaldehyd bedeutend weniger als die Glucose. Der 
4e8 HM Versuch 20 zeigt indessen, daB die Hemmung der Glucose an 
ich Mi die Aldehydgruppe gebunden ist. Die Gluconsiiure hemmt 
nimlich so gut wie gar nicht. Wir finden somit, daB die 
sleichzeitige Anwesenheit der Aldehydgruppe und gewisser 
anderer Atomgruppen die Affinitat der Glucose zur Saccharase 
bedingen. 


Mittel 


b)?Affinitat zur Fructose. 


Nach Kuhn (a. a. 0.) hat die von ihm untersuchte Sac- 
charase eine Affinitit zur Fructose, welche der GréBenord- 
nung nach mit der Affinitit zur £-Glucose iibereinstimmt. Ein 
Unterschied in der Wirkung der verschiedenen Fructoseformen 
konnte Kuhn mit seiner Methodik nicht nachweisen (Kuhns 
Versuche waren ausgefiihrt mit einer Enzymmenge, welche die 
Konstante 158,5-10~4 gab, wobei die Rubrzuckerkonzentration 
(ln. war und in Abwesenheit einer hemmenden Substanz; 
Versuchstemperatur 30°), Wegen der schnell eintretenden 
Mutarotation der Fructose konnte man auch kaum erwarten, 
daB ein Unterschied zwischen den Formen der Fructose zu- 
tage kommen wiirde. 

Bei unseren Versuchen war die Enzymmenge so groB, daB 
die Inversionskonstante unter Verwendung einer 0,1 n-Rohr- 
zuckerlésung 632-1074 (20°) betrug. Wegen der tieferen Tem- 
pere wr verlief bei unseren Versuchen die Mutarotation der 
Fructose langsamer. Wie aus den Zahlen der folgenden Tabelle 
hervorgeht, konnte jedoch ein Unterschied zwischen der Wir- 
kung der f-Fructose und der Gleichgewichtsform nicht mit 
Sicherheit nachgewiesen werden. Der GréSenordnung nach 
stimmt die Hemmung durch die Fructose mit der Hemmung 
durch die Glucose (#- und f-Form) iiberein. 

Hoppe-Seyler’s Zeitschrift f. physiol. Chemie. CXXXII. 21 
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Die vollstindige Ubereinstimmung zwischen den Versuchen 


2, 3, 4 und 22 bzw. zwischen den Versuchen 12, 13, 24 und 


25 zeigt unzweideutig, daB sich unsere Saccharase nicht als 





he 
7, 


| Versuch | 


21 


22 


23 


24 








Zucker 


Rohrzucker 0,23 n. 


Rohrzucker 0,23 n. 
Gleichgew.-Fructose 0,23 n. 


Rohrzucker 0,1 n. 


Rohrzucker 0,1 n. 
6-Fructose 0,1 n. 


Rohrzucker 0,1 n, 
Gleichgew.-Fructose 0,1 n. 


Rohrzucker 0,1 n. 
Fructose-di-phosphorsaures 
Natrium 0,1 n. 


Rohrzucker 0,1 n. 
Na-lactat 0,1 n. 
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Drehung 


2,64 
2,54 
1,23 
0,70 
0,15 
0,72 
0 64 
— 0,40 
— 0,82 
— 1,28 
1,54 
1,43 
0,68 
0,30 
0,08 
0,45 
0,35 
— 0,35 
— 0,67 
— 0,83 
0,45 
0,35 
— 0,34 
— 0,61 
— 0,84 
1,57 
1,47 
0,%5 
0,55 
0,27 
1,55 
1,44 
0,74 
0,38 
0,15 
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536 
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581 





Fo 








Mittel 


07 


32 


6 


BT a as aie alah 


Uber die Affinitét der Saccharase zu verschiedenen Zuckerarten. 313 


eine spezielle ,,Glucosaccharase“ oder ,,Fructosaccharase“ 
charakterisieren laBt. 
Gleichzeitig mit den Versuchen iiber die Hemmung durch 


| Fructose haben wir einen Versuch mit Natrium—Zymophosphat:) 
‘dem Candiolin entsprechendes Natriumsalz), welches in der 
/Regel als Fructose-Diphosphat bezeichnet wird, angestellt, und 
B daran einige Versuche mit Natriumlactat angeschlossen. Bei 
‘den angegebenen Versuchen wurde die optimale Aciditat durch 
‘Zusatz von Essigsiure zu den Zymophosphat- bzw. Lactat- 


lisungen hergestellt. Nebenstehend die Versuchsresultate. 
Die Hemmung durch Natrium-Zymophosphat war, wie man 


‘sieht, noch etwas gréBer als diejenige durch Fructose, wahrend 
‘das Lactat nur unbedeutend hemmte. Auf die Schliisse, welche 


daraus gezogen werden kénnen, wollen wir bei anderer Ge- 
legeuheit zuriickkommen. 


' 3. Affinitat der Saccharase zu anderen einfachen Zuckerarten. 


a) Hexosen. 


Die Hemmung der Saccharasewirkung ist, wie schon 


| Michaelis und Menten (a. a. O.) zeigten, bei den Spaltprodukten 
des Rohrzuckers nicht stirker ausgeprigt als bei anderen 
| Hexosen. Fiir Mannose berechnete Michaelis eine Affinitats- 
konstante, welche von der gleichen GréBenordnung war, wie 
| die fiir Glucose berechnete (siehe die Tabelle S. 2). Wir haben 


einige Versuche mit Mannose und Galaktose ausgefiihrt, wobei die 


verschiedenen Mutamerieformen?) dieser Zuckerarten beriick- 


sichtigt wurden. Bei der Mannose zeigte sich in dieser Hinsicht kein 
sréBerer Unterschied zwischen den verschiedenen Formen. Die 
Mannose stimmt also in dieser Hinsicht mit der Glucose iiberein. 

Anders verhielt sich die Galaktose. Hier zeigte die 
a-Form eine bedeutend kleinere Hemmung als die Gleich- 
gewichtsgalaktose. Um diesen Unterschied mit gréBerer Sicher- 
heit feststellen zu kénnen, wurden Versuche mit 2 Pripa- 


ne 


1) Wir wollen auch hier den Farbenfabriken von F. Bayer Lever- 
kusen, fiir die Uberlassung dieses Priiparats bestens danken. 

*) Wir bezeichnen die unter Mutarotation ineinander tibergehenden 
Formen als (Mutarotationisomere oder verkiirzt) Mutamere. 
21* 
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314 H. v. Euler und K. Josephson, 
2 s| f [Pl]. |. 
a Zucker 3 a Bsbi= [ss 
® RS EF TRE] 2 [28 
S => Qa a c- 
28 Rohrzucker 0,23 n. 0 2,65 — — 
wie 4 ~ FH 
4 1,24 | 1,41 | 271 
12 0,68 | 1,97 | 289 | 299 
17 0,13 | 2,52 | 310 
29 Rohrzucker 0,23 n. 0 4,31 — — 
a-Galaktose 0,5 | 4,24 — — 
(Pfanstiehl) 0,23 n. 8 3,18 1,13 | 208 
12 2,79 | 1,52 | 198 | 203 
17 236 11,95 | 202 
30 Rohrzucker 0,23 n. 0 4,25 — a 
Gleichgew.-Galaktose 0,5 | 4,20 — — 
(Pfanstiehl) 0,23 n. 8 3,50 | 0,75 129 
12 3,22 11,03 | 124 | 121 
17 2,85 1,40 | 128 
31 Rohrzucker 0,23 n. 0 4,28 — — 
a-Galaktose 0,5 4,21 — — 
(Kahlbaum) 0,28 n. 8 8,17 11,11 | 208 
12 2,75 1,53 203 203 
17 2,32 | 1,96 | 204 
32 Rohrzucker 0,23 n. 0 4,27 — ~~ 
Gleichgew.-Galaktose 0,5 | 4,22 _ — 
(Kahlbaum) 0,23 n. 8 3,51 0,76 130 
12 313 | 1,14 | 140 | 136 
17 2,78 | 1,49 | 139 
33 Rohrzucker 0,23 n. 0 2,88 _ — 
6-Mannose 0,23 n. 0,5 | 2,80 veer _ 
8 1,70 | 1,18 | 219 
12 122 | 1,66 | 227 | 229 
17 0,71 | 2,17 | 240 
34 Rohrzucker 0,23 n. 0 2,88 — —_ 
Gleichgew.-Mannose 0,23 n. | 0,5 | 2,80 — — 
8 1,67 | 1,21 | 225 
12 1,22 1,66 227 232 
17 0,70 | 2,18 | 244 
35 Rohrzucker 0,1 n. 0 1,54 — _— 
05} 142 | — | — 
4 0,68 | 0,86 | 579 
6 0,35 | 1,19 | 615 | 623 
8 0,06 | 1,48 | 675 
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ma © S 2 |Pel. ies 
E e Zucker E a FE E = |= = 
= B> a | 2 A aa a, 2 
| 36 Rohrzucker 0,1 n. 0 1,66 — ~ 
Gleichgew. Mannose 0,5 | 1,57 _ _ 
4 0,95 0,71 454 
6 0,68 0,98 461 467 
- 8 0,43 1,23 486 
31 Rohrzucker 0,1 n. 0 1,53 — a 
Mannit 0,1 n. 0,5 1,43 oo — 
4 0,76 | 0,77 | 503 
" 6 0,48 | 1,05 | 509 | 510 
. 0,25 | 1,28 | 519 




















B® raten von verschiedenem Ursprung angestellt, namlich teils 
/Kahlbaums Galaktose, teils Galaktose (Pfanstiehl) von der 
27 MH Central Scientific Co., Chicago. Beide Priiparate zeigten fiir 
‘die gleiche Form der Galaktose die gleiche Hemmung. 
Gleichzeitig mit den Versuchen iiber Mannose wurde auch | 
‘Mannit untersucht, um zu sehen, ob ein Unterschied in der | 
13 Hemmung bei Austausch der Aldehydgruppen gegen CH,OH | 
‘unter im iibrigen beibehaltener Konfiguration eintritt. Das 
'Resultat l4Bt sich der vorstehenden Tabelle entnehmen. 
| Die starke Hemmung durch die Gleichgewichtsgalaktose 1 
‘ist bemerkenswert, da sie erheblich gréfer ist als diejenige, 
durch Glucose und Fructose. Die Hemmung mit der «-Form, qd 
welche beiden Versuchen zufolge der GréSenordnung nach mit Wi 
'der Hemmung durch Glucose und Fructose iibereinstimmt, ist 
| miglicherweise zum Teil scheinbar, da die Mutarotation bei 
der Galaktose schneller verliuft als bei der Glucose. Ferner 
ist der Umstand hervorzuheben, daB die Inversionskonstanten 
}in Gegenwart der beiden Formen der Galaktose weder eine 
‘Tendenz zur Zunahme noch zur Abnahme zeigen. Beim Uber- 
gang der a-Form in die bedeutend stiirker hemmende Gleich- 
| gewichtsform (méglicherweise beruht in diesem Fall die Hem- 
/ mung ausschlieBlich auf der #-Form) sollte man ein Abfallen 
der Inversionskonstanten erwarten. Allerdings steigt auch die 
Konstante nicht wie bei den Versuchen ohne Galaktosezusatz, 


6 


eats re 7 
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aber auch in Anwesenheit der Gleichgewichtsform sind die Inyey. 
sionskoeffizienten konstant. Bei den Versuchen mit Manno 
wie Glucose (auch «@-Glucose; vgl. Kuhns Versuche) zeigt 
dagegen der Inversionskoeffizient eine Neigung zum Ansteigey, 

Die Versuche 36 und 37 mit Mannose und Mannit zeige, 
den Riickgang der Hemmung beim Verschwinden der Aldehyd. 
gruppe. Man vergleiche hiermit die Versuche 16—20 (Acct. 
aldehyd. Glucose und Gluconsiure). Das vollstandig ungleiche 
Verhaltnis zwischen einerseits den beiden der Wirkung nach 
iibereinstimmenden Formen der Glucose (Mannose und ever. 
tuell Fructose?) und andererseits zwischen denen der Galak. 
tose (und den Pentosen siehe unten) ist besonders bemerkens. 
wert. Weitere genaue Versuche mit Saccharasen aus ver. 
schiedenen Heferassen und anderen Organismen erscheinen uns 
sehr wiinschenswert und sind mit Penicillium in Angriff genommen, 


b) Pentosen. 


Von erheblichem Interesse war die Untersuchung des Ver- 
haltens der Pentosen zur Saccharase. Es zeigte sich, daB die 
Verkiirzung der Kohlenstoffkette von 6 auf 5 C-Atome di 
Affinititsverhaltnisse zur Saccharase nicht wesentlich beein- 
fluBt hat. 

Auch hier zeigt sich ein Unterschied zwischen den beiden 
Formen der Zuckerarten. Bei der Arabinose ist der Unter- 
schied stark ausgepriigt. Waihrend die @-Form nur unbeder- 
tend hemmte, zeigte die Gleiehgewichtsform eine Hemmung, 
die bedeutend gréfer ist als die mit Glucose und Fructose 
eintretende. Wegen der hohen Mutarotationsgeschwindigkeit 
der Arabinose ist die gefundene Hemmung durch die e-Form 
miglicherweise nur scheinbar, ebenso wie die durch die 
a-Galaktose. Es wurde deswegen ein besonderer Versuch mit 
einer gréBeren Enzymmenge (5ccm an Stelle von 2) angestell, 
wobei die Inversionsgeschwindigkeit so groB war, dab die 


Mutarotation das Resultat in nicht allzu hohem Grade vel 


schieben konnte (Versuch 44). Auch bei diesem Versucl 
war die Hemmung deutlich. Jedoch wollen wir uns iiber die 
Wirkung der «Form noch nicht mit Bestimmtheit aussprechen. 
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Nr. 


\| Versuch | 
Y 


oo 
wo | 


39 


40 


41 


43 


44 








Zucker 


Rohrzucker 0,23 n. 


Rohrzucker 0,23 n. 
a-Arabinose 0,23 n. 


Rohrzucker 0,23 n. 
Gleichgew.-Arabinose 0,23 n. 


Rohrzucker 0,23 n. 
a-Arabinose 0,23 n. 


Rohrzucker 0,23 n. 
Gleichgew.-Arabinose 0,23 n. 


Robrzucker 0,23 n. 
(5 ecm Saccharaselésung) 


Rohrzueker 0,23 n. 
a-Arabinose 0,23 n. 
(5 ecm Saecharaselésung) 


Rohrzucker 0,23 n. 
a(?)-Xylose 0,23 n. 
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2 |33 
= — = 
“2 2S 
270 
305 298 
317 
226 
222 225 
227 
186 
193 193 
199 
247 
230 240 
243 
208 
209 211 
217 
565 
640 636 
703 
483 
500 508 
542 
140 
153 151 







































ad 


rmeeeprge: re vy 





318 H. y. Euler und K, Josephson, VJ 






































3 $) 2 [221 |. Shae 
z Zz Zucker E = ; c: = = 3 5 : 
S ae S 5 & = ne 2S wel: 
SSE ————— el ' apn 
46 Rohrzucker 0,23 n. 0 2,91 — — : keh 
Gleichgew.-Xylose 0,23 n. 0,5 | 2,85 _ — : 
s | 1,9¢ | 0,93 | 165 j hen 
12 1,52 | 1,39 | 180 | 176 J set 
17 1,10 | 1,81 | 182 | ben 
47 Rohrzucker 0,23 n. 0 2,92 — ~- > nal 
a(?)-Xylose 0,23 n. 0,5 | 2,87 — — ; wal 
5 2,38 | 0,54 | 148 I for 
8 2,08 | 0,84 | 146 | 147 
12 1,70 | 1,22 | 152 
48 Rohrzucker 0,23 n. 0 2,92 os - j fall 
Gleichgew.-Xylose 0,23 n. 0,5 | 2,85 — | — gr 
A 2,25 | 0,67 | 181 | Zul 
8 1,92 | 1,00 | 180 | 181 ou 
12 1,51 | 1,41 | 183 | for 
49 Rohrzucker 0,1 n. 0 1,54 _ _ 
0,5 | 1,43 _ — 
4 0,68 | 086 | 579 
6 0,33 | 1,21 7 632 | 629 
8 0,06 | 1,48 | 675 _™ 
50 Rohrzucker 0,1 n. 0 itt. it = 
a-Rhamnose 0,1 n. 0,5 | 1,56 _ oa Su 
4 0,83 | 0,84 | 565 | Bi 
6 0,51 | 1,16 | 595 | 586 : ow 
s 0,29 | 1,88 | 597 ki 
51 Rohrzucker 0,1 n. 0 1,64 — - “ 
Gleichgew.-Rhamnose 0,1n. | 0,5 | 1,54 _ a ms 
4 0,89 | 0,75 | 489 ihe 
6 0,57 | 1,07 | 527 | 520 st 
8 0,33 1,31 | 544 F su 
Besonders bemerkenswert scheint uns der folgende Um- — ™ 
stand zu sein. Wihrend die beiden Formen der Arabinose ™ 
beziiglich der Hemmung mit den beiden Formen der Galac JB 4 
tose iibereinstimmen (ausgeprigte Verschiedenheit zwischen der : 


aw- und f-Form) und die Konfigurationen der beiden Zucker 
auch unter sich iibereinstimmen, zeigen bei der Xylose sowohl 
a- als 8-Formen eine ausgesprochene Affinitaét zur Saccharase, 0 








'wie die hinsichtlich der Konfiguration mit Xylose iiberein- 


Uber die Affinitit der Saccharase zu verschiedenen Zuckerarten. 319 


stimmende Glucose. Wihrend man bei der Glucose méglicher- 


| weise eine etwas gréBere Affinitit der #-Form zur Saccharase 
' annehmen kann, sind die Verhiltnisse bei der Xylose umge- 
' kehrt. Die Form, welche bisher als e-Form bezeichnet wurde, 
‘hemmt mehr als diejenige, welcher die #-Konfiguration zu- 
| geteilt wurde. Da im allgemeinen die @-Formen weniger zu 
| hemmen scheinen als die #-Formen, wiirde hier eine Aus- 


nahme von dieser Regel auftreten. Indessen ist es nicht un- 


wabrscheinlich, daB der bisher als e-Form bezeichneten Xylose- 


form die £-Konfiguration zugeteilt werden muB.’) 
Die hemmenden Eigenschaften der Rhamnose sind eben- 


| falls von Interesse, da sie den Kinflu8 der eingefithrten Methyl- 


sruppe zeigen und ferner wegen der Zugehorigkeit dieses Zuckers 
zur l-Reihe. Hier scheint die a- Form keine Fahigkeit zur Hemmung 
zu besitzen, wahrend die Hemmnug durch die Gleichgewichts- 
form von der gleichen GréBenordnung ist wie bei der Glucose. 


4. Hemmung der Saccharasewirkung durch Biosen. 


Wie bereits erwihnt, haben Michaelis und Pechstein 
aus ihren eigenen und Mentens Versuchen den SchluB ge- 
zogen, daB die Saccharase zu keiner anderen Biose als zum 
Substrat (Rohrzucker) eine Affinitat besitzt. Die Affinitét zur 
Biose sollte nicht blo8 notwendig, sondern auch hinreichend 
sein, um eine Hydrolyse hervorzurufen. Wie bereits erwahnt, 
kénnen wir dieser Auffassung kaum beipflichten. Wie aus den 
vorhergehenden Versuchen hervorgeht, scheint die Saccharase 
eine gewisse Affinitiit zu Zuckern von sehr verschiedener Kon- 
stitution und Konfiguration zu besitzen. Aus unseren Ver- 
suchen mit Glucose, Fruktose, Acetaldehyd, Gluconsiure, Man- 
nose und Mannit kann man vielleicht die Vermutung ent- 
uehmen, daB die Affinitat bedingt wird durch die gleichzeitige 
Anwesenheit einer Aldehyd- bzw. Ketogruppe und gewisser 
Atomgruppierungen. Diese Gruppierungen scheinen in gewissen 
Fallen erheblich variiert werden zu kénnen, ohne daB die Af- 


1) Auf diese Verhiiltnisse wird der eine von uns (K. J.) bald mit 
O.Svanberg an anderer Stelle zuriickkommen. 
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finitit zum Enzym aufgehoben wird. In gewissen anderen 
Fallen scheinen dagegen kleine Konfigurationsinderungen die 
Affinitéit wesentlich zu beeinflussen; man beachte die ver. 
schiedenen Affinititen, welche in gewissen Fillen die e«- und 
6-Formen ein und derselben Zuckerart zeigen. 

Nach unserer gegenwirtigen Auffassung iiber die Struktuy 
und Konfiguration der zusammengesetzten Zuckerarten scheint 
es auffallend, daB eine Biose mit einer Aldehydgruppe wie bei- 
spielsweise Maltose oder Lactose keine Affinitit zu einem 
Enzym zeigen sollte, fiir welches die entsprechende Biose aller. 
dings nicht Substrat ist, aber zu dessen Komponenten doch 
eine deutliche Affinitit existiert, und zwar zu sowohl ihren 
a- als §-Formen. 

Wir haben deswegen die verschiedenen Formen der Mal- 
tose und Lactose untersucht, ohne mit Sicherheit eine Affini- 
tat zur Saccharase nachweisen zu kénnen. Wegen des hoéheren 
Molekulargewichts der Biosen muB man den Zusatz zur In- 
versionsmischung verhiltnismiBbig groB machen und es wirl 
dadurch eine Anderung des Lisungsmittels hervorgerufen, welche 
den unbedeutenden Hemmungseffekt méglicherweise vollstandig 
erkliren kann. Unsere Versuche (56 u. 57) lassen auch die 
Annahme zu, daB die unmittelbar nach der Lisung auftretende 
Form (g-Form) der Lactose eine spezifische Wirkung ausiibt. 

Indessen legen wir diesen Versuchen mit Biosen einst- 
weilen keine griéBere Bedeutung bei. Wegen der kurzen In- 
versionszeiten sind die Zeitfehler recht bedeutend, und wegen 
des groBen Molekulargewichtes der Biosen wollten wir keine 
héheren Konzentrationen anwenden. Vielleicht wire es geeignet 
gewesen, zur Verminderung der Zeitfehler mit kleineren Enzymen 
zu arbeiten. Indessen tritt mit wachsenden Zeiten die Muta- 
rotation mehr in den Vordergrund, wodurch die Verschieden- 
heiten der a@- und #-Form nicht mehr zutage treten. 

Da die Mutarotationsgeschwindigkeit der Lactose verhiltnis- 
miBig klein ist, ist es indessen nicht aussichtslos, weitere Versuche 
iiber die eventuelle Hemmung durch «-Lactose anzustellen. welcle 
einige Aufklirung bringen kénnen iiber die Rolle solcher Biosez, 
welche nicht das Substrat des untersuchten Enzyms sind. 
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Zucker 











Rohrzucker 0,1 n. 


Rohrzucker 0,1 n. 
6-Maltose 0,1 n. 


Rohrzucker 0,1 n. 
8-Maltose 0,1 n. 


Rohrzucker 0,1 n. 
Gleichgew.-Maltose 0,1 n. 


Rohrzucker 0,1 n. 
a-Lactose 0,1 n. 


Rohrzucker 0,1 n. 
a-Lactose 0,1 n. 


Rohrzucker 0,1 n. 
Gleichgew.-Lactose 0,1 n. 


Rohrzucker 0,1 n. 
Gleichgew.-Lactose 0,1 n. 
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Zusammenfassung und Besprechung. 


Zunachst wollen wir die wichtigsten experimentellen Er- 
gebnisse unserer bisher angestellten Messungen zusammen fassen: 

1. Die untersuchte Saccharase (aus Unterhefe H) zeigt 
eine deutliche Affinitét sowohl zur @- als zur #-Form der 
Glucose und zwar ist die Affinitat der beiden Formen von der 
gleichen GréBenordnung, diejenige zur f£-Glucose vielleicht ein 
wenig gréBer. 

2. Auch zur Fructose besteht Affinitit, welche ihrer 
GréBenordnung nach vollstandig mit derjenigen zur Glucose 
ibereinstimmt. 

3. Die von Kuhn vorgeschlagene Charakterisierung der 
Saccharasen der Kulturhefen als spezifische ,,Fructo-Saccharase“ 
im Gegensatz zu der von Kuhn untersuchten ,,Gluco-Saccharase“ 
aus Aspergillus oryzae gilt nicht allgemein. 


4. Zu den iibrigen untersuchten einfachen Zuckerarten 


scheint die Saccharase aus H-Hefe eine gewisse Affinitat zu 
besitzen, wenigstens zu einer der beiden in freiem Zustand 
bekannten mutameren Formen. 

5. Verschwindet aus einer Zuckerart, zu welcher die 
Saccharase Affinitét zeigt, die Aldehydgruppe, bei im iibrigen 
beibehaltener Konfiguration, so scheint die Affinitit zu ver- 
schwinden oder wenigstens kleiner zu werden. Die Affinitit 
zu den einfachen Zuckerarten diirfte somit auf die gleichzeitige 
Anwesenheit einer Aldehyd- bzw. Ketogruppe und einer be- 
stimmten Konfiguration zuriickgefiihrt werden kénnen, welch 
letztere jedoch bedeutende Verainderungen erleiden kann, ohne 
daB die Affinitaét vollstindig verschwindet. 

6. Zu anderen Biosen als zum Substrat Rohrzucker hat 
bis jetzt eine Affinitit nicht bestimmt nachgewiesen werden 
kénnen. 


In der folgenden Tabelle stellen wir unsere experimentellen 
Ergebnisse zusammen. 

Indessen kénnen wir deutliche UnregelmiBigkeiten ver- 
merken. Was die §-Form anbetrifft, so scheint diese Form 
bei saimtlichen untersuchten Zuckerarten eine Affinitaét zur 
Saccharase zu haben. Betreffis der a-Formen konstatieren wir 





U 

































Uber die Affinitiit der Saccharase zu verschiedenen Zuckerarten. 














ili Hemmung durch 
. a-Form | 8-Form 
t Glucose hemmt | hemmt 
Fructose |Gleichgew.-Fructose hemmt! __,, 
Mannose |Gleichgew.-Mannose hemmt ‘ 
c Galactose | hemmt nicht oder schwach | rm 
: Arabinose | hemmt nicht oder schwach | - 
Xylose -hemmt | io 
' : Rhamnose | hemmt nicht oder schwach | _se,, 


. — das interessante Ergebnis, daB die den Konfigurationen nach 
iibereinstimmenden Zuckerarten Glucose und Xylose auch unter 
_ sich darin tbereinstimmen, daB bei beiden auch die «-Formen 
: | eine ausgepriigte Affinitét zu unserer Saccharase zeigen. Bei den 
; ff beziiglich der Konfiguration auch unter sich iibereinstimmenden, 
jedoch von der Glucose bzw. Xylose hinsichtlich der Atom- 
gruppierung um das 4, Kohlenstoffatom abweichenden Zucker- 
arten Galaktose und Arabinose, scheint dagegen die «-Form 

keine ausgepragte Affinitat zur Saccharase zu besitzen. 


CHO CHO CHO CHO 
HCOH HCOH HCOH HCOH 
HOCH HOCH HOCH HOCH 
HCOH HCOH HOCH HOCH 
HCOH CH,OH H: OH CH,OH 
CH,OH CH,OH 
d-Glucose d-Xylose d-Galactose l-Arabinose 
a- und §-Formen hemmen Nur die $-Form hemmt 


Hinsichtlich der iibrigen untersuchten Aldosen: 


CHO CHO 
HOCH HCOH 
HOCH HCOH 

HCOH HOCH 
HCOH HOCH 

CH,OH CH, 

d-Mannose 1-Rhamnose 


konnte ein Unterschied zwischen der £-Form und der Gleich- 
gewichtsform der ersteren nicht nachgewiesen werden. Unter 
den verschiedenen Modifikationen der letzteren zeigte die Gleich- 
gewichtsform Hemmung, wihrend die e-Form keine Wirkung 
auszutiben schien. 

Wir finden somit, daB Verschiedenheiten in der Wirkung der 
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a-Form und £-Form in hohem Grad von der iibrigen Konfigura- 
tion der Zuckerarten abhiingen. Die hohe Spezifitaét der Enzyme 
tritt hier zutage. In diesem Zusammenhang mdchten wir be- 
tonen, daB man beim gegenwirtigen Stand unserer Kenntnisse 
aus der ungleichen Bindung verschiedener Zuckerarten und 
Zuckerformen zur Saccharase noch wenig Schliisse auf die 
Einzelheiten im Bau der Saccharase wird ziehen kénnen, 
Indessen ist es vielleicht umgekehrt méglich, aus den 
Affinitatsverhaltnissen verschiedener Zucker zur 
Saccharase Einblicke in feinere Konstitutions- und Konfigura- 
tionsunterschiede der Zucker zu erhalten oder da, wo spe- 
zielle Vorstellungen hieriiber bereits entwickelt worden sind, 
dieselben unter Verwendung eines Enzyms zu priifen. Be- 
kanntlich ist die Angreifbarkeit eines Substrats durch gewisse 
Enzyme von EK. Fischer mit gréBtem Erfolg zum Ausgangs- 
punkt fiir Konfigurationsbestimmungen gemacht worden. 

In Analogie hierzu scheint noch eine zweite Verwendungs- 
art der Enzyme zu Konstitutions- und Konfigura- 
tionsbestimmungen médglich, welche nicht die Angreif- 
barkeit eines Substrates, bzw. direkt gemessene Reaktions- 
geschwindigkeiten, in Betracht zieht, sondern die Affinitat, 
wie sie in Gleichgewichtskonstanten zahlenmibig zum 
Ausdruck kommt. 

Die verschiedenen Eigenschaften der Saccharase ver- 
schiedener Hefearten zeigen unzweideutig, daB auch spezielle 
Verhiltnisse (hinsichtlich des Nahrsubstrats, der Temperatur usw.) 
unter geeigneten Umstinden zur Bildung von Enzymen der- 
selben Art, aber von quantitativ verschiedenen Eigenschaften 
fiihren. 

Unser Resultat, daB die @-Glucose und die f-Glucose sehr 
angenihert die gleiche Affinitat zu der von uns untersuchten 
Saccharase besitzen, erméglicht auch die Deutung, der Ver- 
schiedenheiten, die hinsichtlich der Kinetik der Rohrzucker- 
spaltung zwischen unserem Praparat und beispielsweise den 
von Kuhn untersuchten, auftreten. Wie an anderer Stelle 
bereits erwihnt wurde’), geben unsere Priparate auch auf der 





) Euler u. Myrback: Diese Zs. B. 129, S. 100 (1923). 
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alkalischen Seite des Optimums einen im allgemeinen steigenden 
{nversionskoeffizienten. Die von Willstatter und seinen Mit- 
arbeitern beschriebenen Priiparate héherer Reinheitsgrade zeigen 
bei pu-Optimum steigende Reaktionskoeffizienten, werden bei 
Verschiebung von py nach der alkalischen Seite konstant und 
geben dann bei weiterer steigender Alkalinitit fallende Reak- 
tionskonstanten. 

Uberhaupt scheint die Verschiedenheit der Kinetik bei 
verschiedenen Priparaten durch die wechselnden Affinitaten zu 
den Spaltprodukten ihre Erklirung zu finden. Gleichwie Saccha- 
rasen mit verschiedener Affinitit zum Substrat existieren, 
so variiert auch ihre Affinitiéit zu den Spaltprodukten. Be- 
stimmend fiir die Kinetik') ist offenbar das Verhiltnis der 
Affinititen zum Substrat und zu den verschiedenen 
Reaktionsprodukten. In denjenigen Fallen, in welchen die 
Affinitit zu den beiden Formen der Glucose (eventuell auch 
zu den verschiedenen Formen der Fructose) ungleich ist, spielt 
die Mutarotationsgeschwindigkeit eiae Rolle. Bei der Inversion 
mit Saccharasen von ihnlicher Art wie derjenigen aus H-Hefe 
(mit gleicher oder beinahe gleicher Affinitaét zu den verschiedenen 
Formen der Spaltprodukte) sollte sich die Kinetik bei py-Ver- 
schiebungen nicht nennenswert andern, da ja die Mutarotation 
dann keine Rolle spielt. Bei Inversionen mit Saccharasen, wie 
die von Kuhn untersuchte, muB sich dagegen die Kinetik 
erheblich fndern. Wie erwiihnt, ist dieses auch der Fall. 

Da das relative Verhialtnis zwischen Inversionsgeschwindig- 
keit und Mutarotationsgeschwindigkeit fiir die Kinetik ausschlag- 
gebend ist, muB auch bei konstanter Aciditit die Kinetik bei 
einer Anderung der Enzymmenge verschieden sein. Bei hoher 
Enzymkonzentration mu8 unter Verwendung einer Saccharase 
vom Typus der Kuhnschen die prozentische Steigerung der 
Inversionskonstanten gréfer sein als bei geringerer Enzym- 
konzentration. Bei Inversionen mit Saccharasen des gleichen 
Typus wie der aus H-Hefe kann dieser Effekt jedoch nicht 
zum Vorschein kommen, wenigstens nicht im gleichen Grad. 


' Offenbar auch fiir das enzymatische Gleichgewicht einer umkehr- 
baren Reaktion; hierauf werden wir bald zuriickkommen. 
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Auch diese Folgerung unser theoretischen Anschauungen kénney 
wir an unseren Priparaten bestitigen. 

Die Untersuchungen, welche von Willstitter, Grasey 
und Kuhn?) sowie von Kuhn?) iiber die Kinetik der Rohr. 
zuckerspaltung an verschiedenen Saccharasen angestellt wurden, 
zeigten auch, da8 Verschiedenheiten zwischen den von ihnen 
untersuchten Saccharasen auftreten. Mit gewissen Priparaten 
ergab sich ein schwaches Sinken der nach Michaelis be. 
rechneten Konstanten, wihrend in anderen Fallen diese Kon. 
stante schwach anstieg. Kuhn hat versucht, diese Erscheinung 
so zu deuten: 

»Mit Invertin der Rasse XII, das die héchste bisher ge. 
messene Saccharaseaffinitat besitzt, findet man dagegen die 
nach Michaelis berechneten Konstanten ansteigend.“ 

Jas ist nur méglich,‘ schreibt Kuhn (a. a. O. S. 74), 
,wenn die natiirlichen Begleiter des Invertins die Affinitit zum 
Rohrzucker starker vermindern als zu den Spaltprodukten.“ 

Uns erscheint es weit wahrscheinlicher, daB diese Ver- 
schiedenheiten mit dem verschiedenen Verhalten der Saccha- 
rasen zu den mutameren Formen der Glucose (und Fructose) 
in Beziehung stehen. ; 

Die von den genannten Forschern gefundene Tatsache, 
daB die mit Autolysesaft ausgefiihrten Inversionsversuche hin- 
sichtlich der Anderung der Kinetik mit Pu nicht mit Praparaten 
von héheren Reinheitsgraden iibereinstimmen, scheint dafiir zu 
sprechen, daB sich die Affinitét zu den Spaltprodukten mit 
dem Reinheitsgrad andern kann. 

Die wesentlichste Frage auf dem hier bearbeiteten Unter- 
suchungsgebiet bleibt natiirlich die: Durch welche Gruppen 
wird die Affinitit zwischen den verschiedenen Zuckerarten und 
Zuckerformen einerseits und der Saccharase anderseits ver- 
mittelt? Wiahrend bei der Inversion durch nicht enzymatische 
Katalysatoren die Konzentration der reaktionsvermittelnden 
Verbindungen zwischen Enzym und Substrat aus den elektro- 





') Willstitter, Graser u. Kuhn, Diese Zs. Bd. 123, 8. 1 u. zw. 63 
(1922). 
*) Kuhn, Diese Zs. Bd. 125, S. 28 (1923), 
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chemischen Eigenschaften von Substrat und Katalysator be- 
‘yechnet werden kann’) (einstweilen allerding nur der GréSen- 
ordnung nach), zeigt die starke Spezifitat der Bindung zwischen 
Enzym und Substrat, daB fir die Bindung noch andere 
Faktoren als die elektrolytischen Dissoziationskonstanten von 
Enzym und Substrat in Betracht kommen. (Einfliisse der Loslich- 
keit der an der Reaktion beteiligten Molekiilarten kénnen sich 
auBerdem geltend machen.) 
| Beim Aufsuchen rein chemischer Analogiefaille zur Bindung 
| Enzym—Substrat wird man an die spezifischen Affinitaiten 
' erinnert, welche zwischen Spiegelbild-isomeren Substanzen auf- 
treten. Leider ist die Affinitit zwischen solchen Isomeren 
' noch nicht gemessen worden und entsprechende Messungen 
' stehen auch noch aus hinsichtlich der Affinitit zwischen 
mutameren Formen. Es wird in unserem Laboratorium ver- 
sucht, diese Liicken auszufillen. Der Gedanke, daB dic 
 Affinitét zwischen Saccharase und gewissen Zuckern mit den- 
' jenigen zwischen sterisch verwandten Formen organischer 
| Molekiile analog ist, liBt es méglich erscheinen, daB auch 
| die Saccharase und ihnliche Enzyme in verschiedenen 
| Mutarotationsformen auftreten, und daS Verschiedenheiten 
' zwischen Praparaten ungleicher Herkunft und ungleicher Be- 
 reitung zum Teil auf Verschiedenheiten zwischen Formen beruht, 
| welche den «- und §-Formen der Zucker ‘ihnlich sind. Diese 
| Méglichkeit 1iBt sich insofern priifen, als es, falls sie zutriife, 
' gelingen kénnte, durch Methoden, wie sie bei den Zuckern 
angewandt werden, die Formen der Saccharase ineinander iiber- 
 zufiihren, Den einstweilen vollstindig hypothetischen Charakter 
dieser letzteren Uberlegung méchten wir noch ausdriicklich 
| betonen. 
Bei den hier mitgeteilten Untersuchungen haben wir nur 
bei der fiir unser Enzym optimalen Aciditat, pH—4,5, 
gearbeitet. Bei anderen Acidititen kénnen sich natiirlich die 
| Verhaltnisse in mehr als einer Hinsicht andern; wir werden 
hierauf in einer folgenden Mitteilung zuriickkommen. 


') Vgl. Euler, Chem. Ber. Bd. 55, 8. 3583 (1922). 
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Zu R. Engelands und W. Riehlers Artikel: ,,Uber 
einige Extraktivstoffe des menschlichen Skelettmuskels“,' 
Von 


J. A. Smorodinzew. 





(Der Redaktion zugegangen am 8, November 1923.) 








Genannte Autoren beginnen ihre Mitteilung mit folgenden Worten: 
»Wahrend tiber die Extraktivstoffe verschiedener Siugetiere und zahl- 
reichen niederen Tieren Untersuchungen vorliegen, sind die Extraktivstoffe 
der menschlichen Muskulatur merkwiirdigerweise bislang noch nicht der 
Gegenstand einer entsprechenden Bearbeitung gewesen.“ Dem entgegen 
kann ich darauf hinweisen, da8 neben Untersuchungen der Extraktiy- 
stoffe der Muskulatur verschiedener Haustiere — des Pferdes,*) des 
Ochsen,*) des Schweins,*) des Schafes®) — ich dieselbe Methode bei der 
Untersuchung der Extraktivstoffe der Skelettmuskulatur eines Menschen 
anwandte, dem die eine untere Extremitit nach der Verletzung der Hiifte 
durch eine Kugel amputiert worden war. Diese Arbeit wurde von mir 
schon im Jahre 1915 ausgefiihrt und erschien im Druck in Bd. 49 des 
Journal der russischen physiko-chemischen Gesellschaft im Jahre 1917, 
S. 263. Meine Untersuchung hat gezeigt, daB die Skelettmuskeln des 
Menschen ungefihr dieselbe Menge Extraktivstoff 0,45°/,, Purinkérper 
0,036°/,, Carnosin 0,164°/), Methylguanidin 0,041°/, und Carnitin 0,031" , 
wie die Muskeln der Haustiere enthalten. 


Moskau, 1. September 1923. 





) R. Engeland und W. Riehler, Diese Zs. B. 123, S. 290 (1922). 
*) J. Smorodinzew, Diese Zs, Bd. 87, S.12 (1913). 

3) J. Smorodinzew, Diese Zs. Bd. 92, S. 214 (1914). 

‘) J. Smorodinzew, Diese Zs. Bd. 123, S. 116 (1922). 

*) J. Smorodinzew, Diese Zs. Bd. 92, S. 221 (1914). 
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